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OZET

In vitro kogullarda dogal kanda PE’ ler anyonik bir polielektrolit (PE) olan poliakrilik asit
(PAA), bu polimerin monomerinin sentetik modeli gibi propiyonik asit (PPA) ve poliakrilik
asidin Cu®* iyonu ile olusturdugu polimer-metal kompleksi varligmda Mikroniikleus (MN)
analiz yontemi ile lenfosit hiicrelere radyasyonun etkisi incelenmisgtir.

Analizler sonucunda, in vitro kosullarda dogal kana propiyonik asit eklenmesi, dogal kan
Orneklerinde kromozomlarda kirilmalara neden oldugu, gézlenmigstir. Ancak propiyonik asit
yerine sisteme PAA eklenmesi konsantrasyona bagh olarak ¢ok degisik sonuglarin ortaya
¢ikmasmma neden olmustur. Monomerden farkli olarak polimerik yapili 6rnek varliginda,
lenfositlerde daha az hasar olugmakta ve PAA’ min artan konsantrasyonlarinda lenfosit
hiicrelerini radyasyonun etkisinden koruma (radyoprotektif) 6zelligi gostermektedir.

PAA’mn Cu?** iyonlariyla kompleks olusturuldugu durumda ise, aym konsantrasyondaki
(Cpaa = 0.35 mg / ml) PAA’ ya gore MN olusumunun daha diigiik oldugu saptanmugtir.
Ayrica bakirin miktan arttikga radyasyonun etkisiyle kromozomlarda olusan kiriklardaki bu
azalmanin devam ettigi belirlenmigtir.

Deney sonuglarina dayanarak polimerik yapili radyoprotektorlerin ¢alisma mekanizmasimin
polimer makromolekiillerinin hiicre membran yiizeyi ile etkilesimi sonucu diizenlenebilmesi
varsayilmaktadir.

Yapilan ¢aligma, yiiksek etkili, diisiik toksisiteye sahip, polimerik yapili radyoprotektif bir
maddenin geligtrilmesi yoniinde bir ¢alisma olmast nedeni ile giincel ve 6nemi olan bir
caligmadir.

Anahtar Kelimeler: Polielektrolit (PE), PAA, PAA-Cu*" ikili kompleksi, 0Co y 1511,
Mikroniikleus (MN) Analiz Yé6ntemi



ABSTRACT

Under in vitro conditions, PEs in natural blood, an anionic polyelectrolyte, polyacrylic acid
(PAA), propionic acid (PPA) as the synthetic model of this polymer, and under the existence
of polymer-metal complex, which is formed by polyacrylic acid and Cu®* ion, the effect of
radiation on lymphocyte cells is observed by Micronucleus (MN) analysis method.

In the light of analysis, it is observed that the addition of propionic acid into natural blood
yields chromosome abberation in natural blood samples. However the addition of PAA
instead of propionic acid into system yielded different results according to concentration.

In the existence of polymeric structured sample different than momomer, less damage on
lymphocyte is observed, and at increasing concentrations, PAA acts as radioprotective on
lymphocyte cells.

Where PAA forms complex Cu®* ions, it is observed that MN formation is lower when
compared with PAA in the same concentration (Cpaa = 0.35 mg / ml). It is also determined
that radiation’s effect on the abberation of chromosomes is lowered as the amount of copper is
increased.

According to experiment results, the interaction of polymer macromolecules’ cell membrain
surface with polymeric structured radioprotectors’ mechanism is considered.

This study is up-to-date and important because it is about the development of a polymeric
structured radioprotective substance with high impact and low toxity.

Key Words: Polyelectrolyte (PE), PAA, PAA-Cu®* binary complex, %Co v beam,
Micronucleus Analysis Method.
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1-GIRiS

Hepimiz kagmilmaz bir sekilde radyoaktif bir diinya i¢inde yastyoruz. Radyasyonlar, enerji
tiretiminden, askeri amagh kullammlara, endiistriden, tipta teshis ve tedaviye, tarimsal
aragtirmalardan bilimsel ¢aligmalara kadar hemen her alanda kullamilmaktadir. Bunlarin
sonucu olarak da dogal ve yapay radyasyonlarin etkisi altinda bulunmaktayiz.

Dogal radyasyon, insanlarin katkisi olmaksizin olusan radyasyonlardir. Dis ve i¢ kaynakli
olabilirler. Dis kaynakli olanlar kozmik radyasyon, yeryiiziindeki kayalar-ve topraklarm
yapisinda bulunan radyoaktif elementlerin yaydign radyasyonlardir. I¢ kaynakh olan ise
canlilarin viicudunda dogal olarak bulunan potasyum-40 (K-40), karbon-14 (C-14), radyum-
226 (Ra-226) gibi radyoaktif izotoplarin yaydig1 radyasyondur. Biitlin canlilarin etkisi altinda
oldugu bu radyasyona gevre radyasyonu (back-ground radyasyonu) adi verilmektedir. Yapay
Radyasyon ise, insan aktiviteleri sonucu gevreye ilave olan radyoaktif maddeler nedeniyle
olugur. Yapay radyasyonlar bugiin endiistride, tarimda, tipta, sterilizasyon ve gida korumasi
gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir.

Radyasyonlar canli madde iginden gegerken, etkisi farkli zamanlarda ortaya gikabilecek bir
¢ok fiziksel, kimyasal ve biyolojik olaylara neden olurlar. Canh organizmalarin temel yapist
hiicrelerdir. Hiicre c¢ekirdegi iginde genetik bilgileri barindiran DNA, 1smlanmis hiicrelerde
ana hedeftir. Ozellikle hiicre boliinmesi sirasinda hiicre radyasyona kargi en duyarh evrededir.
Bunda mitoz béliinme ile gogalma sirasinda DNA’nin iki katina ¢ikmas ve radyasyonlar icin
daha fazla isinlanacak bolge olusturmasmun da payr oldugu kabul edilmektedir. DNA
molekiilii birbiri ¢evresinde spiral donen iki iplikten olugmustur. Bu yapiyr bir merdivene
benzetirsek, merdivenin kenarlarim fosfat ve seker gruplarmin olusturdugu bir iskelet ve
basamaklarim da birbirlerine hidrojen baglari ile baglanmig bazlar olusturur. Biyofiziksel
diizeyde, radyasyon etkisi ile DNA’nin bazlarinda gegsitli bozukluklar, seker-fosfat baglarinda
kopmalar ve bazlarn zincirden koparak serbest kalmalar: gibi hasarlar olugabilir.

Radyoprotektif bir madde varhginda dahil tek bir hiicre tizerinde olusan hasarin biyolojik
etkileri incelendiginde, canl sistemde serbest radikal tabanh ve diger kimyasal reaksiyonlarin
ekstrapolasyonunda zorluklar gozlenmektedir (Vaughan, 1991). Iyonlastiric: radyasyona karg:

kimyasal korumalarda kimyasalin tantmlanmasi, simflanmasi, koruma seviyesi, reaksiyonun



mekanizmasi ve olusturdugu toksik etki gibi baz1 problemlerle karsilaglabilir (Maisin, 1989,
1998).

Son zamanlarda sentetik polimerler, biyomedikal malzeme olarak tibbi ve biyolojik alanlarda
yaygm bir kullantma sahiptir. Ozellikle suda ¢oziinen sistemler (polimerler, polikompleksler
ve diger polimer modifikasyonlar1) fizyolojik aktif maddeler olarak kullamilmasmin
diistintilmesi, immiinolojik agidan biiyilk bir kazang olarak goriilmektedir. Bu amagla
fizikokimyasal yontemler aracibiftyla bu sistemlerin yapits1i hakkinda genis bilgi elde
edebilmek igin ¢alismalar stirdiiriilmektedir. Anyonik yapili polielektrolitlerin biyouyumluluk
ile ilgili ¢aligmalarda da ilgi ¢ektigi goriilmektedir. Yapilan bazi ¢aligmalarda, poliakrilik
asitin (PAA) bir model polimer olarak immiinolojide adjuvant gibi (organizmanin
bagisikhgim arttmak igin antijenlerle birlikte organizmaya girebilen yardimer kimyasal
maddeler), tibbi deneylerde antitrombojenik bir madde gibi (kamn dolagmmimi engelleyen
tortularmn  ¢oziilmesi etkisi) ve ilag salium sistemlerinde tastyicr gibi kullamldi
bilinmektedir.

Mevcut galigmalar, in-vitro kosullarda sentetik bir policlektrolit olan PAA ve Cu®
komplekslerinin sudaki ¢ozeltilerinin protein kangimlarinda radyasyon etkisine maruz
brrakildiklarinda, belli dozlara kadar gerek polimer gerekse de protein molekiillerinin
bozunmadan direng gosterdiklerini bildirmigtir. Bu ¢aligma, PAA ve komplekslerinin bir
radyoprotektor olarak diistintilmesinden yola ¢ikilarak yapilmigtir. Bu ¢alismamizda PAA ve
PAA-Cu** komplekslerinin radyasyon varliginda ve yoklugunda in-vitro kogullar altinda
Mikroniikleus (MN) olusumu {iizerine etkileri incelenmis ve ilk kez PAA ve PAA-Cu**
Omeklerinin kan hiicrelerini radyasyondan koruma ozelligi tasjidign  g6sterilmigtir.
Biyopolimerlerin konsantrasyonunun, propiyonik asit model &rneginin ve reaksiyon
kosullarinin MN olugumuna etkisinin incelenmesi elde edilen sonuglarin degerlendirilmesini

saglamgtir.



2- TEORIK KISIM

2.1- Radyasyon ve Iyonize Edici Tiirleri

Radyasyonun canli {izerindeki etkisini dogrudan ve dolayh etki olarak iki sekilde incelemek
miimkiindiir. Dogrudan etki, bir canlida radyasyon etkisi ile baglayan olaylarn, DNA
molekiilii veya bir enzim molekiilii gibi 6zel bir biyolojik yapiy: etkilemesidir yani enerjinin
dogrudan biyolojik bir molekiile transfer edilmesidir. Radyasyon, enerjisini iginden gegtigi
ortamin molekiillerine transfer etmisse radyasyonun dolayli etkisi s6z konusu olur. Canli
maddelerin %70-90’1 su oldugu i¢in en ¢ok su molekiillerinin etkilenmesi ve bunun
sonucunda viicut igin oldukga zehirli olan hidroksil radikalleri (OH) ve hidrojen radikallerinin
(H) olugmast beklenir. Bunlarin birbirleriyle ve biyolojik molekiillerle etkilesmeleri
sonucunda yine ¢ok zehirli hidrojen peroksit (H,0,) ve siiperoksit anyonu olugabilir.

pleERT £t inpinexy sl

Sekil 2.1 Radikallerin biyolojik hedef molekiile dogrudan ve dolayh yoldan etkisi
(Ozalpan, 1979).

Iyonlagtiric1 radyasyonlarin biyolojik sistemlerde olusturdugu etkiler radyasyonun cinsine
gore farklilik gostermektedir. Insanlarin en gok karsilasabilecekleri radyasyon tipleri:

Alfa (o) radyasyonu, agurr pozitif yiiklii iki proton ve iki ndtrondan olugsmus paketler
halindedirler. Uranyum, plutonyum, radyum, radon gibi agir elementlerin atomlarindan
yayinlamrlar. Havada birkag cm. den uzaga gidemeyen alfa radyasyonunu bir kagit kalinlig
veya derinin en digindaki 6lii tabaka bile durdurabilir. Ancak alfa yaymlayan radyoaktif
madde viicut igine alinirsa biitiin enerjisini ¢ok kiigiik bir alanda etrafindaki hiicrelere bosaltir
ve bu nedenle oldukga tahripkar olmaktadur.



Beta (B) radyasyonu, alfa par¢aciklarindan ¢ok daha kiigiik olan elektronlardan
olusmuslardir ve biraz daha derine gidebilirler. Bir metal tabakasi, pencere cami ve siradan
giysilerle durdurulabilirler. Derinin sadece tist tabakasina girebilir ve yamklara yol agabilirler,
viicut iginde ig¢ dokulart 1ginlayabilirler.

Gama (y) radyasyonu, elektromanyetik dalga enerjisidir. Havada ulagabilecegi mesafeler
olduk¢a uzundur. Bir madde igine girdiginde ortam molekiilleri ile etkilesmelerde enerjisini
gittikge kaybetmeye baglar. Kursun ve beton gibi yogun maddeler bu 1ginlara karsi korunmada
kullanulur.

Nétron radyasyonu, niikleer giig elde edilirken olugurlar, kendileri iyonlastirict degildir.
Ancak bagka bir atomun ¢ekirdegine carparak onu aktif hale getirebilirler ve gama 1gmlar
yaymlanmasina neden olabilirler. Durdurmak i¢in kalin beton, su veya parafin
kullanilmaktadir [1].

2.2- Radyasyon Enerjisinin Transferi

Radyobiyoloji Bilimi, genel anlamda iyonlagtirici radyasyonlarla canlilar arasindaki
etkilegimleri incelemektedir. Radyasyonun canli iizerinde olusturdugu etkiler incelendiginde,
birbirini izleyen dort etki kademesini siralamak miimkiindiir:

a- Fiziksel kademe, enerji radyasyondan maddeye transfer edilir. Bu olay, radyasyonu

absorblayan maddenin molekiillerinde uyarilma yada iyonlagmaya yol acar.

Iyonlagma, bir atom veya molekiilden bir elektronun kopmasidir.
A > A+ ¢

Olay sonunda A atomundan kopan serbest elektron (¢”), bir negatif iyondur ve diger bir B

atomu ile birleserek onu negatif hale getirebilir.

B + ¢ > B



A" ve B iyonlarmna iyon cifti adi verilir. Ortaya ¢ikan yeni dirtinler, genellikle oldukg¢a
instabildirler ve ¢ok kisa bir sure iginde sekonder iyonlagma reaksiyon firiinlerinin olugsmasma

yol acarlar.

b- Fiziko-kimyasal kademede gergeklesen olaylar, ya tek reaksiyonlar sonucunda yada

karmagik zincirleme reaksiyonlar sonucunda ortaya ¢ikarlar.

c- Kimyasal kademede, onceki kademelerde reaksiyon sonunda ortaya gikan reaktif tiriinler
(genellikle serbest atom yada radikaller), hem birbirleri ile hem de ortamdaki diger
molekiillerle reaksiyonlara girmeye devam ederler.

d- Biyolojik kademe boyunca canlida meydana gelen olaylar, radyasyonun son olarak
biyolojik etkisinin ortaya ¢ikmasina neden olur (Ozalpan, 1979).

2.3- Radyasyon Hasarma Kars1 Koruma Mekanizmasi ve Uygulamalari

Radyasyona kars1 koruma {i¢ (3) seviyede diigiiniilebilir (Kljajic ve Masic).

2.3.1- Molekiiler Seviyede Koruma

o Serbest radikallerin tutulmasi

e H-atomu transferi

¢ Disulfid olugumu

o Kiritik biyolojik hedeflere baglanma

Bu dort hipotezin her biri kendi i¢inde belirli kararsizliklara ve geligkilere sahip olmalarina
ragmen, biiyiik olasilikla ger¢ek koruma mekanizmasinm farkli yonlerden ele alimsim tarif
etmektedir.



2.3.2- Biyokimyasal-fizyolojik Seviyede Koruma

e Hipotermi

e Hipoksi

¢ Protein olmayan disulfitin kaybolmasi
¢ Biyokimyasal sok

Biyokimyasal-fizyolojik seviyedeki bu dort hipotez, radyasyon indiiklii hasar ve dliimlere
kars1 organizmanin korunmasinda gerekli olabilir. Bu da ‘radyoprotektif ilag’ tarafindan
gergeklestirilen korumalardan tek bir mekanizmanmin sorumlu olamayacadi anlamina gelir.
Baz: bilesikler esas olarak, kritik dokularda hipotermi veya hipoksi ile sonuglanan fizyolojik
etkilerin sagladifi yontemlerle islemektedir. Digerleri ise esas olarak, hedef mblekﬁlﬁn
radyasyona kargt gosterdigi hassasiyetini etkileyerek yani, lokal radikal tutuculara neden
olarak yada H-atomu vererek islemektedir. Biyokimyasal sok, hedef molekiilde yapisal
degisikliklerin indiiklenmesi yada DNA sentezindeki gecikmeler ve hiicre boliinmesi

radyasyona karg1 korumada olas1 mekanizmalardir.
2.3.3- Organik Seviye
o Hiicre onarimuna tegvik etmek

Organizma bir iinite olarak diistinildiigiinde eger radyasyon enerjisini absorplamig ise
iyonlagtiric: radyasyonun olusturacag hasara kars: koruma pratikte tam anlamiyla miimkiin
degildir. Daha o6nceki caligmalarda, iginlamanin neden oldugu etkilerin giderilmesinde
uygulanabilen bir ilag geligtirilmemistir. Bugiin ise, radyasyon kazalarinda ve radyasyon
sendromunun gelisiminde pozitif sonuglar alinabilecek koruma etkisi diisiik koruyucular ve
belirli terapiler uygulamak miimkiindiir (Kljajic vd., 1996).

Bu dogrultuda birgok arastirmaci, radyasyon enerjisi ile madde etkilesimi sonucu olusan
serbest radikallere kars1 doku ve hiicreleri koruyacak radyoprotektif maddelerin gelistirilmesi
i¢in ¢alismalarim sitirdiirmektedir. Bu amag i¢in, radyoprotektif potansiyele sahip birgok farkli
kimyasal bilesik denenmektedir. Radyoprotektif etkisi olabilecegi diigiiniilen kimyasallardan
bazilan az veya fazla etkili olurken bazilan ise insanlarin korunmasi i¢in gerekli karakteristik

ozellikleri sergilemektedir. Aragtirma sonuglarina bakildiginda birgok bilesik arasmndan



aminotioller, aminodisulfitler, tiyosulfur, baz1 biyojen aminler ve onlarin tiirevleri gibi siilfiir
icerenlerin en fazla radyoprotektif etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Giambarressi ve Jacobs,
1987). Arastirmalarda sistamin tiirevleri tizerinde fazlaca durulmustur.

Yapilan bir caligmada, Superoksitv dismutazin radyoprotektif etkisi, radyobiyolojik
endpointler, superoksit kaynaklart ve radikalin kimyasal reaktivitesi bakimindan
incelenmigtir. Sonug olarak enzimlerden radyoprotektif bir etki elde etmede, biyokimyasal ve
biyolojik faktorlerin 6nemli oldugu belirlenmist_ir (Petkau, 1977).

Mustafaev ve arkadaglari PAA-BSA, PAA-Cu”*-BSA, PAA-SOD ¢ozeltilerini %Co gama
kaynagi ile iginlamuglardir. Birbiriyle paralel olarak yiiriitiilen bu ¢alismalarda gegis metal
iyonlarimn rolii, suda ¢dziinebilen polimer-protein biyokonjugatinin olusumu ve radyasyon
sonucu olugan degisiklikler yiikksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ve UV-Vis
spektrofotometre kullanarak §l¢iilmiigtiir.

PAA-BSA kansimlarimin igmlanmamis ve igmlanmig HPLC sonuglarnn incelendiginde,
1stnlanmamig PAA-BSA karigimi bilesenlerinin ¢oklu model dagilimu ile karakterize edildigi
gorlilmiigtiir. Karigimin ve bilegenlerin piklerine bakilarak RT (alikonma zamani)
degerlerinde bir kiyaslama yapilmis ve BSA ile PAA arasindaki etkilesimin pH 7.0 de zayif
oldugu goriilmiigtiir. Benzer yﬁklérle yiiklenmis PAA ve BSA arasindaki itici kuvvetler
polikompleks olusumunu Snlemektedir (Mustafaev vd., 1996, 1998).



Sekil 2.2 Isnﬂa:nmamls (A) ve farkli dozlarda 1s1nlanmig (B-D) PAA-BSA karigimlari (B=100
Gy; C=300 Gy; D=1200 Gy; Cpsa=Cpas=0.01 g/It) HPLC sonuglar1 (Mustafaev vd., 2000).

Isinlanmis ve 1gimlanmamis PAA-BSA ¢6zeltisinin HPLC sonuglar: piklerin birbirinden farkl:
oldugunu gostermigtir. Burada PAA ve BSA’ nin kararli biyo-konjugasyonu PAA-BSA
kangmmimn 1gmlanmasma kadar mevcuttur. Saf PAA’ min RT piki kromatogramda yer
almazken, 1ginlannmg PAA-BSA ¢ozeltisinin RT degerleri, bilegenlerin dagilmm ve piklerin
sekilleri 1ginlanmamig olandan oldukga farkh oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara gére, PAA-
BSA kangiminda belirtilen kosullar altinda makromolekiillerin bozunmaya (degradasyon) ve
capraz baglanmaya (crosslinking) ugradiklar tespit edilmistir.

Aragtirmacilar, bu deneyin yam sira suda ¢oziinen tiglii polielektrolit-Cu**-BSA kompleksleri
olusturmus ve bu kompleksler {izerine farkli dozlardaki radyasyonun etkisini de HPLC’ de
incelemislerdir. Cu** iyonunun polimer-protein karigimma eklenmesi, polimer ve proteini
radyasyon hasarndan korumustur. Bunun nedeni, kompleks icerisindeki Cu®* iyonunun su
ortaminda radyasyon etkisi ile olugmus siiperoksit anyonu (O;) ile komplekslesmesi ve

stiperoksit anyonunun molekiiler O,’ ye doniligmesidir.



PEC.Cu™ +0,

N

~ (PRC.Cv™ s 0F) === PEC.Ca" s,

PEC.Cu™ +103; /

Sekil 2.3 Radyasyonun Cu®" igeren polielektrolit sistemleri tizerine etkisi (Mustafaev
vd. 2000).

5 BB B M BTagy ® 2 5 + B 8 gy, 52 48 883 gy
a- Farkh dozlarda 1gmlanmig b- Ismlanmamg c-Ismlanmig

Sekil 2.4 (A) Farkh dozlarda isginlanmug (2-5: 2 =300 Gy; 3 =1200Gy; 4=2500Gy; 5
=3000 Gy ) ve 1gmlanmams (1) PAA-Cu”**-BSA kariszmlart HPLC sonuglari
Cpsa=Cpaa=0.01 g/lt ; Cu = 1.4 x 107 gr.mol/It (Mustafaev vd. 2000).
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Yine aym aragtirma kapsaminda PAA-SOD karnigiminda Cu-Zn-siiperoksit dismutazin,
siiperoksit anyonunu yakalayici olarak gorev yaptig: goriilmiigtiir.
Buradaki denge su sekildedir;

MeZ-SOD + 20, + 2H' === Me"-SOD + H,0, + O,

Bu ¢alismada da metal iyonlarinin, protein kiirelerini radyasyon hasarina karsi koruyucu bir
ajan gibi gorev yaptigi ve PAA makromolekiilii ile SOD molekiilleri arasinda radyasyon
indiiklii kovalent konjugat olusumunu engelledigi tespit edilmisgtir.

e

O

i

e BwE WEA IWBBD po

(a3

Sekil 2.5 Isinlanmig ve 1ginlanmamig PAA (A), SOD (B), PAA-SOD (C) ¢ézeltilerinin HPLC
sonuglart; 1- 1sinlanmamus ¢ozeltiler; 2- 600 Gy, 3- 2500 Gy, 4- 3000 Gy’de 1sinlanmg
cozeltiler; Cpsa=Cpsa=0.01 g/It (Mustafaev vd., 2000).
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2.4- Polielektrolitler

Polielektrolitlerin teorisinin izahi ilk olarak 1951 yilinda Fuoss tarafindan hazirlanan
derlemede yaymlanmgtir. Polielektrolitler, iyonik olméyan polimerlerden farkli olarak, ana
zincirine bagh halde (+) veya (-) yiiklii gruplar bulundururlar. Ortamin pH’ 1na gore (-) veya
(+) ylik tagtyan polielektrolitler amaca uygun olarak metal iyonlan ile iyon-koordinasyon
bagiyla yada cesitli makromolekiiller ile elektrostatik etkiyle baglanip suda ¢oziinen veya

se _“se

¢oziinmeyen polikomplekslerin olusumunu saglarlar,

Sekil 2.6 PE ¢6zeltisinin Strauss-Ander Modeli. (Morawetz, 1966). -

PE ¢ozeltilerinin elektrokimyasal Ozellikleri genellikle poliiyonun zincir boyuna baglidir.
1958 yilinda Strauss ve Ander tarafindan diger modellere oranla daha gergek¢i bir model
-Onerisi ortaya atilmigtir. Bu modele gore, poliiyon bolgesinin bobin geklindeki poliiyonunu
biitiiniiyle saran hacmin kiiresel bir hacim olmadiy, sosis seklinde oldugu varsayilmaktadir.

Polielektrolitlerin bir bagka ozelligi ise, polimerlerde konsantrasyon arttik¢a viskozite
artarken, polielektrolitlerde konsantrasyon azalirken viskozitenin artmasidir. Bunun nedeni,
azalan konsantrasyon ile (-) veya (+) yiklerin birbirlerini itmeleri ve polielektrolitin
sismesidir. Asagidaki sekilde drnek olarak bir sira model veya pratik uygulamali sentetik PE’
lerin kimyasal yapilari verilmistir (Sekil 2.7).



Sekil 2.7 Baz1 PE ve PE kompleks 6rnekleri (Mustafaev, 1996).
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Sekil 2.8 Esnek (oynak) zincir molekiillerinden ve diisiik konsantrasyonlarda eklenen uni-
univalent elektrolitlerden olugmus polimerik asit tuzunun sulandiriloig ¢ozeltisinin iyon
dagiliminin sematik olarak gosterimi. (Morawetz, 1966).

1970°1i yillarin baglarinda immiinologlarin ve kimyacilarin ortak caligmalar ile bazi sentetik
polielektrolitlerin (PE) immiin cevabina kuvvetli etkisi aydinlatilmis ve sentetik PE’ lerin bu
gibi amaglar i¢in daha uygun oldugu tespit edilmigtir. Ciinkii PE’ lerin sentezi ve
modifikasyonu daha basittir, istenilen molekiil agirhiginda, elektrik yiikiinde, konformasyonda
veya yiiksek molekiiler yapida elde etmek olasidir, suda iyi ¢dzliniirler ve bilinen yapilarda
gesitli komplekslerini sentezlemek miimkiindiir. PE’ lerin molekiil afirlifi, polimerlesme
derecesi ile orantilidir. Polimerlegsme derecesinin artmasi istenilen kompleksin olugumunu
destekleyici yonde etki eder ve polimer ile baglanma miktarinda artis gézlenir. Bunun yam
sira kompleksin ¢okmesi de polimerlesme derecesine yani, polimerin uzunluguna baghdir
(Mustafaev, 1996).

Polielektrolitlerin kullanim alanlan incelendiginde en dnemlilerinden biri, belirli gegirgenligi
ve segiciligi olan yari-gegirgen zarlarin yapimidir (Zezin ve Eltsefon, 1976; Sato vd., 1979).
Bu zarlar deniz suyu tuzunun ayrnilmasi islemi igin ters osmoz olarak kullanilabilir.
Biyomedikal alanda ise, bu zarlar biyolojik kan sivilarinin (kan, idrar) ultrafiltrasyonu,
hemodiyaliz i¢in yapay bdbrek ve hemoksijenasyon igin yapay karaciger olarak kullanilir.
Polielektrolit komplekslerini iki sekilde inceleyebiliriz.
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2.4.1- Dogal Polielektrolit Kompleksleri

Dogai polielektrolit kompleksleri canli organizmada genis bir uygulama alanmna sahiptir ve
canli orgénizmalarm degisiminde biiyiikk rol oynamaktadir. Bu konu birgok arastirmacimn
ilgisini gekmektedir. Dogada kendiliginden olugmus polielektrolit komplekslerinin
incelenmesi, yapay polielektrolit kompleksleri olusturulmasi bakimindan g¢ok &nemlidir.
Hiicre ¢ekirdeginde niikleoproteitler seklinden bulunan niikleik asit kompleksleri veya hiicre
duvarlarinin yapisit olusturan peptido glikanlar dogal PE kompleksler arasinda sayilabilir.

Birgok bilim adami, organizmada protein ve polielektrolitlerin kooperatif yapr ile
olusturduklar1 biyosistemlerden esinlenmis ve amaglarn dogrultusunda benzer yapay
kompleksler olusturma g¢abasina girmislerdir.

Niikleik Asit Kompleksleri’nin en ¢ok incelenmis kismi, (+) yiiklii proteinler ve
polipeptidlerle, (-) yiikkli DNA veya RNA’min yapmis oldugu komplekslerdir. Bu
komplekslere deoksiriboniikleik proteitler (DNP) veya riboniikleik proteitler (RNP) denir.
Kompleksler protein ligantlarinin pozitif yiiklenmis amin gruplarn ile niikleik asitlerin negatif
yiiklii fosfat gruplart arasindaki elektrostatik etkilegimlerden meydana gelmektedir.

Dogal polikomplekslerin yapilarimin karakterini ve organizmadaki uyumunun mekanizmasim
anlayabilmek i¢in, in-vitro kosullarda dogal PE’ lerin model biyopolimerlerle kompleks
olusturmast incelenebilir. Bu sistemlerin dogal polikompleklerle kargilagtirilmasi ¢ok daha
kolaydir. Bu yondeki arastirmalar, ortam kogullar ile gergeklesen reaksiyonlar arasindaki
iligkiyi ortaya koymakta ve polifonksiyonel dogal PE’ lerin reaksiyonunu ve yapisini 6grenme
ihtimalini arttirmaktadir. Sentetik sistemlerde arastirmalar dogal nukleoproteitlerin modelini
olusturmak amaciyla yapilmigtir.

Literatiirde niikleik asitlerin globular proteinlerle (SA, Lizozim, RNAaza) olusturduklari
¢oziinen kompleksleri aragtirilmistir (Goldwosser ve Putnam, 1950; Timasheff ve Kirkwood,
1953; Kretovich vd., 1958). Bu sistemlerde kompleksin olugmasinin, kompleks partikiillerinin
asimetrisinin DNA’ya oranla azalmasinin ve reaksiyona giren komponentlerin sterik

uygunlugunun rolii gosterilmistir.
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2.4.2- Yapay Polielektrolit Kompleksleri

Polielektrolitlerin proteinlerle reaksiyonlarinin incelenmesi Morawetz, Stahmann, Katchalski
ve diger bilim adamlarinin (;a11§malanyla baglamigstir. Ozellikle BSA’ nin fraksiyonsuz PAA
ve Ba®* varligindaki ¢oziinebilir kompleksler Morawetz tarafindan incelenmistir (Morawetz,
1952, 1965; Rice vd., 1954; Katchalski vd., 1954). Bu caligmalardaki esas amag¢ ve sonug
kompleks olusumunun belirlenmesi olmugtur. PE’ lerin proteinlerle su ortaminda kompleks
olusturmas1 genel olarak reaksiyona giren bilesenlerin birbirine zit yiikler tagimasi ilkesine
dayanmaktadir. Aym yiiklii protein ve polimerlerin birbirine baglanmasinda ise zit yiiklii
gecis metal iyonlari ile iyon-koordinasyon bagi olugturulur.

Yapilan c¢alhigmalar goéstermigtir ki, serum albumin (SA), ortamun pH’ mun proteinin
izoelektrik noktasindan daha diigiik oldugu zaman, anyonik polielektrolitler olan poliakrilik
asit (PAA) veya polimetakrilik asit (PMAA) veya polietilenimin ile suda ¢éziinmeyen
kompleksler verirler. Ortamin pH’immn SA’nmn izoelektrik noktasindan fazla oldugu
durumlarda ise, SA (-) yliklenir ve katyonik polielektrolitler ile ¢okelti verebilir.

Aragtirmacilar insan albumini ile onun antikor karigimim; ortamin pH’ 11 bunlarin izoelektrik
noktasindan uzak degerinde PMAA ile kangtirarak incelemek istemigler ancak bagarili
olamamuglardir. Buna ek olarak yine de, PAA-(katalaz + SA) karisimina izoelektrik noktalari
arasmda iki degerli baryum iyonu (Ba?") ilave edilmis ve katalazin SA’ dan segici olarak
ayrilmasi saglanmgtir (Musta.faey, 1996).

2.5- Polimer-Metal Kompleksleri

Cok komponentli sistemlerde olusan makromolekiiller arasindaki c¢arpisma reaksiyonlari,
canh organizmada biiyik Onem tagir. Bu yiizden bdyle sistemlerde makromolekiiller
arasindaki reaksiyonlar ve bu reaksiyon iiriinlerinin-polikomplekslerin incelenmesi canh

organizmaya polielektrolitlerin yardimiyla etki etmeye imkan verebilir.

Gegis metal iyonlari, DNA’dan histonlarin ¢ikarilmasi ve ribozom komponentlerinin
birbiriyle veya tastyict RNA ile asosiasyonunda oldugu gibi ¢ok Onemli biyokimyasal
islevlerin olusumuna katkida bulunurlar. Boyle iyonlar reaksiyon partikiillerinin birlesmesiyle

beraber onlarin yapisimin korunmasinda da aktif rol oynarlar. Metal iyonlari, biyopolimerlerin
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fonksiyonel etkilerine aktif olarak tesir ederek bunlara yeni ve karakteristik olmayan biyolojik

ozellikler kazandirabilirler.

Son zamanlarda gegis metal iyonlarmn sentetik polielektrolitlerle olugturdugu kompleks
bilesimleri yogun bir sekilde incelenmistir. Polimer-metal komplekslerine (PMK) biiyiik ilgi
her seyden 6nce, metal iyonlarimin sentetik polielektrolitlerin fizyolojik aktiflifine etkisiyle
biiyiik nem kazanmaktadir. Ornegin akrilik asit ve akroloein kopolimerinin Fe**” mn fazla
miktardaki (yaklasik % 15) PMK’ s1 antianemik aktiflie sahiptir ve siirdiirme (prolongation)
etkisi gostermektedir. %5°lik Fe** ¢ozeltisi poliakrilik asit bilegimine ilave edildiginde
(Ferakril) elde edilen PMK kana pihtilagsma 6zelligi kazandrir. Bunlara ilave olarak polimer-
metal kompleksleri dogal polimerin yapisim1 anlamak ve spesifik etkilerini belirlemek icin
makromolekiiler model olarak kullamlabilir (Mustafaev, 1996).

Metal iyonlarinin biyolojik proseslerde ¢ok 6nemli rolleri vardir (Manko vd., 1991; Kendirch
vd., 1992). Polimer-metal komplekslerinin benzersiz &zellikleri onlarmn fizikokimyasal
Ozelliklerinin tek bagina polimer ve metalden daha farkli olmalarina dayanir. Son zamanlarda
cikan bircok yaymn, metal baglantili komplekslerden olugmus ilag yapisi, dogal polielektrolit
ve antijenlerin biyokonjugatlar iizerinedir. Bu modellerin kullanilmas1 ile dogal polimerin
mekanizmasi ve metal iyonlart varlifindaki davramglar ile ilgili daha fazla bilgi edinilmistir.
Polimer-metal kompleksleri ¢ok genis gesitlilikte biyomedikal malzemelerin yapiminda
kullanilmugtir. Gegis metal iyonlan, diisiik molekiil agirlikl bilesikler gibi, nétral veya zayif
yiklenmis suda ¢6ziinen polimerleri kendilerine baglama zellifine sahiptirler. Boylece
polimer bilesenleri yiizeylerle kompleks olusturma 6zelligi kazanmig olur. Birgok ¢aligmada
Cu, Zn, Fe gibi metal iyonlarinin 6nemli rolii gosterilmigtir. Demir eksikligi Hemopoiesis ve
Lymphopoiesis’in  Onlenmesinin engellenmesine ve timusta morfolojik degisiklikler ile
dalaktaki T ve B bagiml bolgelerde hiicre azalmasina neden olur.

PE molekiillerinin sulu ortamlarda supramolekiiler yapisimt degistirmenin yolu bunlarin
hidrofoblagmasidir. Yani poliiyon zincirlerinin polar olmayan radikallerle (yiizey aktif
maddelerle, YAM) yiiklenmesi gerekir. Bu polimer molekiiliinii ya YAM’ lar ile kovalent
birlestirerek ya da YAM’ lar ile PE arasinda hareketli elektrostatik baglarla kompleks
olusturarak elde etmek miimkiindiir.
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Sekil 2.9 Suda ¢6ziinen PE-YAM komplekslerinin gesitli [YAM] / [PE] oranlarinda olugan
yapist (Mustafaev, 1996).

Supramolekiiler yapiy1 degistirmenin bagka yolu ise, PE’ lerin gecis metal iyonlan ile
kompleks olusturmasidir. Boyle iyonlar az yiiklii veya nétral polimer molekilleri ile
birlegerek polimer zincirlerinin ¢6zeltide konformasyonunu diizenleme imkam vermektedir.
Ornegin Cu®* iyonlarmmn yiksek konsantrasyonunda intermakromolekiiler agregasyonu

olusur ve partikiiller asimetrik yaptya yakin bir formda olurlar (Mustafaev, 1996).

Sekil 2.10 Polimer-metal komplekslerinin [Me] / [PE] « 1 (I) ve [Me] / [PE] > 1 (II)
oranlarinda olusan yapisi. (Mustafaev, 1996).

Bu Ornek aragtirmacilara yardimer olabilir (iki polimeri metalle baglayip agregasyon
olusturabilirler) ve ayrica polimer ile antijen baglamp metal varlifinda agregasyonlari
olusturularak (yapmnm c¢ap1 ve yiizeyi artar) immunojenligi arttinlabilir. Literatiirdeki baz
yayinlar, ila¢ olusumunda dogal polielektrolit ve antijenlerin metal merkezli komplekslerinin
yer aldig: diisiincesine sadik kalmaktadir (Mustafaev, 1996).

Bilesen oranmmnin sabit oldugu degerlerde olusan PE komplekslerinin yapisi, polielektrolitin

cozeltideki baslangi¢c konsantrasyonuna baghdir. Fazla seyreltilmis ¢6zeltilerde polimer-metal



18

kompleksleri kompakt yapida olusurlar. Polimerin baglangi¢ konsantrasyonu arttik¢a, metal
iyonlan ile makromolekiil arasmda ¢apraz baglar olusur ve asosiye olmus partikiiller meydana
gelir. Ancak hidrofob sistemlerde durum farklidir. Diisiik baslangic konsantrasyonunda
polimer yumaga benzer yapidadir ve konsantrasyon arttik¢a yan hidrofob fragmentlerin
agregasyonuna gore polimer molekiilii belirli miktaﬂarda ¢Oziinilirligiinii yitirmektedir.

Me™ iyonlan aym yiiklii iki farkli yapili polimer makromolekiiliiniin baglanmasinda
arabulucu olmasinin yam sira zit yiikld iki polimer molekiiliinden olusan polimer-polimer
interkomplekslerine katilarak bu komplekslerin stabilitesini arttirabilme 6zelligi tagimaktadar.
Bu galigmalar bilimsel ve pratik uygulamalar: bakimindan biiyiik dnem tagtmaktadir. Ornegin,
interpolimer kompleksler kimyasal kaslarin yapiminda kullanilabilirler (Osada ve Saito,
1975).

Polimer-polimer kompleksleri ile ilgili yapilan ¢esitli caligmalarda, bu olayin genel dogasi ile
kimyasal ve yapisal bakimdan birbirini tamamlayici makromolekiiller arasinda gergeklesen
kargilikl1 etkilesmenin 6zel nitelikleri aragtirnilmgtir. Poliakrilik asit, proton gekici polimerler
olan polivinilpirolidon (PVP) veya polietilen oksit (PEO) esit mol oranlarinda birbirleri ile
hidrojen bagtyla etkilesirler. Bu etkilesmenin sonunda suda ¢6ziinmeyen polikompleks olusur

(Bekturov ve Bimendina, 1981).

PAA ve PVP arasmnda meydana gelen kompleks olusumunun Cu®* iyonunun katilmasiyla
nasil etkilendigi turbidimetrik Sl¢timlerle belirlenmigtir (Subotic vd., 1989). PAA ile PVP’ nin
kompleks olusturmas: iki farkli ¢oziicii (su ve etanol-su) ortaminda gergeklestirilip Cu?
iyonunun etkisi turbidimetrik olgtimlerle gozlenmistir. Her iki ¢oziicii ortaminda Cu®*
iyonunun katilmasi komplekslesme kinetigini etkilemigtir. Su ile etanol-su ¢éziiciilerinde
gergeklesen komplekslesme hizlanmn Cu®* katldiginda artis miktan suda hidrofobik
etkilesmeden dolay: daha yiiksektir. Her iki ¢oziici ortaminda da Cu®** iyonu ilavesiyle
komplekslesme hizi zamanla artarak bir dengeye ulasiyor. Bu sonuglar Cu®* iyonunun
etkilesmenin ilk hizimi arttirdiim ve kompleks olusumuna katildigini gostermektedir.
Turbidimetrik sonuclarin incelenmesiyle ilk 5 sn i¢inde turbitedeki ani artigin iki ortamda da
oldugu gozlenmistir. Bu da PAA ile PVP arasindaki kompleks olusum mzimn Cu?* iyonu
tarafindan biiyiik oranda arttirildig: sonucunu vermektedir.
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Polimer-metal komplekslerine ait literatiir arastirmasi metal iyonlarimun polielektrolitlerin
fonksiyonel gruplart seviyesinde karsilikh etkilesimi ile siurlandinlmugtir. Coziinen ve
¢oziinmeyen komplekslerin olusumu metal iyonlarmin yiiksek konsantrasyonlarinda
incelenmigtir. Aym zamanda baglanma mekanizmasini anlamak ve makromolekiil yapisindaki
degigimleri izlemek i¢in metal iyonlarimin makromolekiiller arasindaki dagilimim incelemek
cok Snemlidir. Karsilikli etkilesim diisiik metal iyonu konsantrasyonunda aragtinldiginda,
yapisinda az miktarda metal olan PMK’ larin sentezi i¢in 6nemli rol oynadid1 goriilmektedir.
Bu tip PMK” larda polielektrolitin yapis1 degigsmemekte ve biyolojik aktifligi quunmaktadlr.

Cu®* iyonunun komplekslesme iizerine etkisinin anlagilabilmesi igin polimer-metal kompleks
yapilarmin incelenmesi gerekmektedir. PMK, sentetik polimerler ve metal iyonlan igerir.
Metal iyonlar polimer ligantlara koordine baglarla baghdir (Tsuchida ve Nishide, 1997). Cu®*
iyonu polimer ligant ¢ozeltisi ile karistirilir karistirilmaz, hemen polimer-Cu®* gelatt olusur.
Polimer-Cu?* kompleksinde Cu®" iyonlan polimer zinciri tarafindan Srtiilmiis ve kararlh hale

geemistir. Cu?* iyonlarmin bu kompleksten ayrilip ¢ozeltiye gegisi ¢ok zordur.

Son yillarda, gesitli sentetik PE’ lerin gegis metalleri ile metal iyonlarmmn ¢ok diigiik
konsantrasyonlarinda ([Me™)/[PEJ<<1) suda ¢oziinen PMK’ lar sentezlenmis ve olugma
mekanizmasi incelenmistir. Diisiik yiiklii kopolimerler-polibazlar metal iyonlan ile kompleks
olusumunda sistemdeki metal iyonlari, makromolekiiller arasinda heterojen olarak dagilirlar.
Yani birkag makromolekiil tiim iyonlar1 baglar, digerleri ise serbest olarak kalir (Mustafaev
vd.,1992).

2.6- Gegis Metal Iyonlar Ilavesiyle Olusan Uglii Polimer-Protein Kompleksleri
2.6.1- Asit ortaminda komplekslesme

Oncelikle asit ortaminda yani protein ve polimer bilesenlerinin pozitif yiiklendigi ve birbiri ile
baglanmayan sartlarda metalik iyonlarin katilmasiyla ti¢lii komplekslerin olugum sartlan ve
mekanizmas1 verilmistir (Mustafaev ve Kabanov, 1981). Sulu asetik asit ortamda, pH 4.2’de
serum albumin poli-4-vinil-piridin ile kompleks olusturmazlar. Bu sartlarda hem protein hem
de PVP pozitif yiklidiir. Aym yiikli kiiresel ve lineer zincirler arasindaki elektrostatik itme
kuvveti kompleks olugumunu engeller. Polimer-protein karisimina CuSO04.5H,O ilave

edildiginde sistemde faz gecisi meydana gelir. Protein miktarina bagh olarak, kritik protein
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konsantrasyonunda sistem tamamen suda ¢dziinmiig hale gelir. Cokeltiler santriftij yontemi ile
ayrilarak siiziintii sedimantasyon metodu ile analiz edilir.

pH 4.2 degerinde sistemde bakir iyonlar1 yokken polimer ile proteinin baglanmadigi
diigtiniilerek, Cu®* iyonlarmmn aym pozitif yiikli kiiresel proteinler ile polikatyon zincirleri
arasinda baglayici gorevini iistlendigi sdylenebilir. Yani sistemde ¢dziinen fighii SA-Cu**-PVP

kompleksinin olugumu goriiliir.

Yapisinda poliaminler (PVP, polietilenimin) ve PAA bulunan ¢dziinen #iglii polimer metal
komplekslerin olugumunda Cu®* iyonlarmm analojik fonksiyon tasidin son zamanlarda
yapilan aragtirmalardan anlagilmaktadir. Calismalarda, iiglii polikomplekslerde bir lineer
poliiyon yerine bilegen olarak amfoter protein kiirecikleri kullanilmigtir.

2.6.2- Nétral su ortammda komplekslesme

Uclii komplekslerin nétral su ortamlarinda olusmas:1 PAA, PVI, akrilasidin vinil piridin ve
vinil pirolidon ile kopolimerleri v.b. aragtirilmugtir. Protein olarak SA ve veba hastalifimn
proteini (F1) kullamlmustir. Gegis metal iyonu olarak ise Cu** kullanilmugtir. Yitksek metal
konsantrasyonlarinda, olusgan PMK’ lar sisteme protein ilave ettikge, suda ¢dziinmeyen
komplekse geger. Sistemde metalin diigiik konsantrasyonlarda olmasi halinde ise, olusan
PMK’ lar suda ¢oziinen #iglii komplekse, daha sonra protein ilave edildiginde suda
¢oziinmeyen komplekse geger. Suda ¢oziinmeyen kompleksin olusumu basit elektrostatik
etkilesim prensibine gore partikiillerin birbiri {izerine agregasyonu ile agiklanabilir. Ancak
maksimum ¢ékmeye uygun olan oranlar artarken protein ilave edildiginde ¢dziinmeyen ficli
komplekslerin kismen yada tamamen ¢6ziinmesi miimkiindiir. Cékeltinin ¢dziinmesine uygun

olan oran, hem metal iyonuna hem de polielektrolitin kimyasal yapisina baglidir.

Polimer / protein oraminm basit olmayan karakteri iki sekilde agiklanabilir. Birincisi, bir
polimer molekiilii ile ¢ok miktarda protein molekiilii baglanir ve sitokiyometrik yapih
olmayan polikompleksler olusur. Bu ise kompleksin suda ¢ziinmesine neden olur. Ikincisi,
protein molekiiliiniin konsantrasyonu arttikga, metal iyonlarn proteine daha kuvvetli
adsorblanacaklar i¢in ¢Oziinemeyen ii¢lii komplekslerin pargalanmasi miimkiindiir. Béylece
sistemde, polimer ve protein-metal kompleksi olugur. Mustafaev vd. PE’ nin kimyasal
yapisina bagh olarak, bu iki fakt6riin hangisinin etkili oldugunu cesitli polimerler i¢in
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incelemislerdir. Metal iyonlari ile kuvvetli polimer-metal kompleksi veren poliasitler ve
polibazlar PAA, PMAA, PVP, PVP alkil tiirevleri, PVI, vb.” dir. Uygun sartlarda birinci
faktoriin etkisiyle polikompleks olugur. PE zincirlerinin metal iyonlarnn ile kompleks
olusturmayan monomerlerle seyreltilmesi ikinci faktoriin etkisini daha fazla gostermektedir.
Diger bir deyigle protein/polimer oraninin maksimum degeri agildiginda tiglii kompleks
pargalanir. Boylelikle PE’ nin kimyasal yapisina, metalin dogasina ve proteinin fonksiyonuna
bagh olmaksizin incelenen tiim sistemlerde ticlii polimer-protein-metal komplekslerinin
olusumu genel karakter tagir. Buna gore incelenen sistemler, biyolojik sistemlerde

biyopolimerler arasinda metal iyonlar ilavesiyle olugan uygun prosesleri modellestirebilir.

Bovin Serum Albumin (BSA) ve PAA negatif yiikli oldugunda birbirlerine baglanmada
yetersiz durumdadirlar. Béyle bir durumda Cu®* iyonlari baglayici gorev yaparak suda

cozlinebilen, kararl: ticlii kompleks olusumunu saglar.
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Sekil 2.11 a) Uglit PAA-Cu**-protein polikompleksinin yapisi, b) Cu2+ iyonu varhiginda PAA
ve proteinin fonksiyonel gruplari arasinda olugan gelat yapt (Mustafaev, 1996).

Yine Cu®* iyonlari varhginda hemoglobin (Hb) ve globin gibi proteinler de polimere
baglanabilir (Hb- Cu®*-PAA, Gl- Cu®*-PAA). Protein molekiillerinin polimere baglanmasi
kooperatif karakterlidir. Bu tiir baglanmalar protein ve makromolekiil arasmda diizensiz
dagilimlara liderlik edebilir.

PAA ve BSA arasmda Cu”™ li kompleks olusumu notral suda cahgilmigtir. Cu?*
konsantrasyonuna bagli olarak, PAA- Cu** ve BSA arasindaki kompleks iki farkli sekilde
sonuglanabilir. Diisiik Cu®* konsantrasyonlarinda (ncy/naa < 0.15), BSA konsantrasyonundaki
fazlalik kompleksin asagidaki mekanizma gibi kirilmasina neden olur.
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H3A
(1} [BSA . Cuo™ - PAA] %= BSA - Cu™ 4 PAA

Yiiksek Cu®* konsantrasyonlarinda (ncy/naa > 0.15), BSA konsantrasyonundaki fazlahk
sitokiyometrik olmayan komplekslerin olusumuna neden olur (Mustafaev, 1996).

HEA
(1) [BSA-Cu?*.PAA]= [(BSA),  Cw?*- PAA]

2.7- PE Komplekslerin immiinolojik Aktivitesi

Bilegenleri kararli baglarla baglanmis komplekslerde polielektrolitlerin model, bakteri ve
viriis tabiath yapay antijenler i¢in tastyici gibi kullanilmasi immiin cevabi arttirir ve immiin
koruyuculugun devamim saglar. Bu, korunulmasi miimkiin olmayan hastaliklara kars1 yapay
ag1 olugturma imkani yaratir. Yapilan aragtirmalar immiinolojide ¢ok 6nemli genel prensipleri
ortaya koyarak immiin cevabin gen diizeyinde fenotipik prensibini dogrulamis ve yapay
antijenlerden yapay agilara gegmenin immiinolojik yollarim belirtmistir (Petrov, R. W. ve
Mustafaev, M. 1., 1992).

Bugtine kadar dogal olmayan polimerlerin, immiin modiillii aktifli3inin ve polimer yapili
antijenlerin immiinolojenliginin bunlarin fizikokimyasal etkilerine baglihiginin incelenmesi
konusunda birgok caligma yapilmistir. Onceden etkisi belli olan yapay immiinojenlerin
yapilmast ve polimer-antijen sistemlerinin ¢aligma mekanizmasinin fizikokimyasal yonden
anlagiimasi igin polielektrolit kompleksler (PEK) daha fazla bilgi verirler. Komplekslerdeki
polimer tastyicilar kiigiik ve biiyilik molekiillii ligantlarla oynak, elektrostatik ve hidrofob
baglarla baglanmuglardir. Diizenlenebilen yapiya ve bilesime sahip olan polielektrolit
komplekslerin sentezi ve incelenmesi, aym zamanda polikompleks partikiillerinin yapi-
kimyasal c¢evrilmelerinin roliinii immiinoloji de analizi bunlara yitkksek immiinjenli
preparatlann sentezi i¢in kullanilma imkam verir. PEK” lerin teorik immiinoloji i¢in kimyasal
“ara¢” oldugunu da belirtmek gerekir. Bu alandaki gii¢lii atilim, ¢ok komponentli biyolojik
sistemlerin  basit polimer-antijen kangimlarinda modellendirilmesinde miimkiin olmustur
(Mustafaev, 1996).
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Yapilan bir calismada, PAA-Cu®* tastyicis1 antijenik madde ile B-lenfositleri arasindaki
etkilegimleri kolaylagtirmak ve stabil bir konuma getirmek igin kullanilmigtir. fmmiin cevap
olusumunun basladig1 gozlenmistir. Biiyiik olasilikla burada Cu®* iyonlar, antijenlerin ylizeye
baglanmalarim stabillestirmede en 6nemli rolii oynamaktadir. Polikompleksler, poliklonal
antikorlarin ve aym zamanda sentetik PE’ lerin tasiyici olarak kullamilmastyla monoklonal

antikorlarn tiretimini desteklemektedir.

Yiiklii olmayan veya su ortaminda yiiklenmeyen polimerlerin (polivinilpirolidon, polietilen
glikol), eritrositlerin immiin cevabim pratik olarak degistirmedikleri goriilmiigtiir. Bazi
kopolimerlerin yardimci olarak kullamlmasi tam zit etki gosterir. Ornegin akril asitin
metilvinil piridin ile kopolimerleri homopolimerden farkli olarak immiin cevabim kesin
olarak azaltmaktadir (Kabanov ve Mustafaev, 1984).

Baz1 polielektrolit kompleksleri giiglii ve kuvvetli immiin uyaricilardir. PEK’ leri
kompaktlagtinldiginda bunlar ya uyaric1 olmaz yada immiiniteyi yatistirici olarak ¢aligirlar.
PE’ lerin immiinolojik aktifliklerinin olugmasinda protein faktérii dnemli rol oynayabilir, dyle
ki kana verildiklerinde, PE makromolekiilleri 6nce burada fazla miktarda olan plazma
proteinleri veya hiicre yiizeylerindeki reseptor proteinleri ile karsilikli etkilesimde olmalar
gerekir. Olugsmus ¢esitli polimer-protein kompleksleri sonra gesitli hiicrelerin yiizeyleri ile
karsihikli etkide bulunabilirler, makrofajlarla adsorbe olabilirler. Bu hipotezde
polielektrolitlerin etki mekanizmasi bunlarin kanin proteinleri ile karsihkli etkide olmas1 ve
olusmus komplekslerin tabiatinda goriildiigii agiklanmigtir. Polikompleksin bilegimi hem

polimer zincirinin uzunluguna hem de onun kompaktligina baghdir.

Elektron mikroskobu metodu ile sifir eritrositlerinin immiinolojik etkiye sahip olan
polimerlerle ve bunlarin protein kompleksleri ile karsilikh etkisinden olusan polimer-hiicre
komplekslerinin incelenmesinden alinan sonuglar verilmigtir. Goriildiigii gibi hem polimerler
bem de onlarin kompleksleri hiicre ile interpolimer kompleks olustururlar ve bunlarin

agregasyonuna neden olurlar.
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2.8- PAA le Yapilan Baz1 Cahsmalar

Poliakrilik asit iyonlagsma derecesi, pH ve sulu ¢ozeltinin iyonik giicline bagh olan zayif bir
polielektrolittir. PAA, distik pH’da (pH < 4) hemen hemen disosiye olmamasina kargin,
pH > 8’ de tamamen yiiklii bir zincire sahiptir. Poliakrilik asit, proton alabilen iyonik olmayan
gesitli polimerler, onlarin tiirevleri ve katyonik polielektrolitlerle sulu yada organik ¢ozelti
ortaminda interpolimer kompleks olugturur.

Kompleks olusumunda, ortamda karsisindaki ile etkilesim igerisinde bulunan polimerin
dogas1 ve molekiil agirlif: gibi bazi parametrelerin yam: sira ¢oziicti, pH, ¢ozeltinin iyonik
giicli, sicaklik ve polimerin konsantrasyonu Onemli etkiye sahiptir. Bunun igin metal
iyonlarmmin yiikli makromolekiiller ile iligkisi, herhangi bir ortamda ve biyolojik sistemlerde
sergiledikleri fizikokimyasal davranislari anlamak bakimindan énemlidir (Mori vd., 2003).

Nano boyutlu metal pargacik ve organik polimerlerin kompozitleri biiyiik bir ilgi ¢ekmektedir.
Bu kompozitler, metal ve polimerin yararl zelliklerini bir araya getirmenin yam sira birgok
yeni karakteristik 6zelligin olusmasim da saglarlar. Xiangling Xu ve arkadaglari, poliakrilik
asit-metal nano kompbzitlerini icinde metal iyonlar (Ag", Cu®*, Ni*" gibi) olan akrilik asit
monomer ¢ozeltilerinin y 151 ile 15nlanmasi sonucu olusturmuglardir. Uriinler XRD ve TEM
ile karakterize edilmistir. Bunun sonucunda nanometre boyundaki metal partikiillerinin
poliakrilik asit igerisinde iyi bir dagilim gdsterdigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada, nano yapih
glimiig, bakir ve nikel partikiili igeren PAA kompozitleri yeni bir yéntem kullamlarak
hazirlanmigtir. Bu yonteme gore, organik monomerler ve metal bilesikleri molekiiler seviyede
homojen olarak kangtirilmgtir. Cozelti oda sicakhiinda normal basmg altinda *Co Y
kaynafiyla ismlandiginda, nano kristal metal pargaciklarin olusumu ve monomerlerin

polimerlesmesi tamamlanmagtir.

Caligmanin sonuglan incelendiginde; PAA-Cu nano kompozitleri, CuSO4/PAA ¢ozeltilerinin
1ginlanmasi ve komplekslestirici ajan olarak EDTA’ min kullanilmasiyla olusur.

Sekil 2.12.(a)’ da PAA igerisindeki nano yapilr bakir partikiillerinin XRD analizlerinde 2
karakteristik pik goriilmiigtiir. Bakir pargaciklarinin boylart XRD’deki 6rneklerde 22 nm
olarak bulunmugtur. Sekil 2.12.(b)’ de 7-55 nm boyut araliginda olan metalik bakir

parcaciklarinin dagihim goriilmektedir.
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Sekil 2.12 PAA-Cu nanokompozitlerinin a) XRD ve b) TEM analizleri; CuSO4 / EDTA /
PAA = 0.1pmol/ml; absorbe edilen doz: 3.6 x 10* Gy (Xu vd., 1998).

Xiangling Xu ve ark tarafindan yapilan bu caligmada, yeni yontem kullamlmig ve y-
radyasyonla i1ginlayarak PAA-metal nano kompozitleri olusturulmustur. Bu metot oda
sicakliginda normal basing altinda uygulanabilen basit ve hizli bir yontemdir. Ciinkii daha
once de bahsedildigi gibi, metal iyonlarmnin rediiksiyonu ve akrilik asit monomerlerinin
polimerizasyonu bir basamakta gergeklesir. Metal pargaciklari nano kompozitler i¢inde iyi bir
sekilde dagilmistir ve bu pargaciklarin ortalama boyutu oldukga kiigiiktir. Bu metot
inorganik-polimer nano kompozitler hazirlamada gelecek vaat eden bir yontem olarak
diigtiniilmektedir (Xu vd., 1998).

Poliakrilik asitler (PAAs) bir¢ok ticari isim halinde (Karbopol, Karbomer, vb.) kargimiza
cikmasmim yam sira kozmetik, ev lirlinleri ve farmasotik preparatlarda da kullamilmaktadir.
Bunlara ek olarak PAA’ lar veteriner uygulamalarda kullamlan agilarda yardimer olarak gorev
yapmaktadir. PAA’ nin tavuklarda aktif olmayan New Castle viriistine kargi immiin yamit1
arttirdifn g6riilmiistiir. PAA’ nin yardumcei rolii uzun yillar énce tarif edilmis olmasina karsin
aragtirmacilar tarafindan yakin bir zamanda kabul g6érmiistiir. Bunun yam swa proteinlerin
PAA’ ya kovalent olarak baglanmasi antijenlerin immiinojenligini arttirir. PAA’ mn karboksil
grubu oktanol ve bﬁtanpl ile esterlesme reaksiyonu vererek PAA-alkil esterlerini meydana
getirirler. Buna benze;' calismalan da yiiriiten Hilgers ve arkadaslart PAA-alkil esterlerini
tavuklar ﬁzeﬁnde uygulayarak bu yardimcilar (adjuvant) sayesinde olusan ikinci immiin

PYY

cevabi Olgmiislerdir. Giintimiizde PAA alkil esterlerinin kiimes hayvanlar1 agilarinda

o5 oo

kullanilan W/O yardimcilarmna alternatif olarak gosterilebilecepi ileri siirilmektedir (Hilgers
vd., 1998).
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‘Polielektrolitler medikal ve veteriner uygulamalarda p;'atikte ag1 olarak tamtﬂmadaﬁ once
¢oziilmesi gereken bazi problemler vardir. Bu gibi galismalarda en 6nemlisi segilen PE’nin
toksik olmamasi, biyo-bozunur olmasi ve diigiik molekiil agirhifina sahip olmas: gerekir.
Toksisite incelendiginde PAA toksik olmasina ragmen, gergekte polimer tagiyicilan toksik
degildirler. Hatta PAA zincirine, NIPAAm fnitelerinin katilmas: bu gibi PE’ lerin
toksisitelerini azaltmaktadir (Mustafaev, 1998).

"Yine bir viriise karsi, E. De Clereq ve P. De Somer tarafindan yapilan bagka bir aragtirmada

vesicular stomatitis (ag1iz mukozasin iltihabi) viriisii ile letal dozda enfekte olmus yeni
dogan fareye interferon ve poliakrilik asit interperitonal olarak enjekte edilmis ve bunlarin
.viriise kars1 koruyucu etkisi tespit edilmigtir. Hayatta kalma stiresi ve hayatta kalan farelerin
sayismnda enfeksiyonla bir artis oldugu gozlenmistir. Interferonun ve poliakrilik asidin
antiviral aktivitesi viriisiin dozuyla ters orantihidir. Poliakrilik asit ~ ( virtis ile enfekte edilmis
farelerde) oliim oramm %50 azaltmmgtir. In-vivo viriis enfeksiyonlarimin proflaksisinde
(hastaliga tutulmamak igin alinan tedbirler) poliakrilik asidin uygun olabilecegine karar
verilmistir (E. De Clereq vd., 1968).

Protein ve peptid ilaglarinin, gastro-intestinal bolgedeki degisik bariyerler tarafindan inaktive
edilmelerini engellemek ve absorplanmalarimi saglamak amaciyla L-laktat dehidrogenazin
tagtyici olarak gorev yaptigr alginat mikro pargaciklar piiskiirterek kurutma (spray-drying)
teknigi ile gelistirilmistir. Spray-drying teknigi mikro kapstil hazirlama metodu olarak
raporlanmigtir. Fakat aljinat olusumu ve spray-drying kosullari enzim aktivitesinde kayba
neden oldugu i¢in, karboksimetil seliilozun sodyum tuzu, poliakrilik asidin sodyum tuzu ve

laktoz gibi baz1 koruyucularin ilavesi s6z konusudur.

PAA’ nin sodyum tuzu

Bu koruyucular aljinat ve deney kosullariyla etkilesime girerek enzim inaktivasyonunu

engellemektedir. Burada tasiyici olarak nétral polimer hidrojeller secilmigtir. Clinkii polimer
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hidrojelleri biyo-emniyetlidir (biosafe) ve organik ¢oziiciilere ihtiyag duymazlar. Bu
calismada Scanning Electron Mikroskobu (SEM)’de yapilan analizler, spray-drying yntemi
ile mikro partikiil yapimn sadece Na-PAA varlifinda saglanabilecegini ag¢iga c¢ikarmugtir.
Bunun nedeni Na-PAA’ nmin mikro partikiil olugumunu engelleyen fizyolojik soliisyonlardaki
NaCl etkisini nétralize edebilme yetenegine sahip olmasidir. Koruyucu maddeler aktivite
kaybim azaltmak i¢in kullanilabilirler. Ayrica ¢aligilan maddeler arasinda, Na-PAA uyumlu,
biyoaktivite korumasinda biitiinlestirici ve morfolojiyi koruyucu olarak digtiniilmektedir
(Coppi vd., 2002).

Birgok tibbi alanda oldugu gibi goz ile ilgili de cesitli caligmalar yapilmigtir. Bu ¢aligmalarin
bir bsliimii gbze uygulanan ilaglarla ilgili olmugstur. G6z i¢in yapilan ilaglarin g6z igine iyi bir
sekilde absorplanabilmeleri igin, tedavide aktif rol oynayan maddelerin daha uzun siireli goéz
tabakasinda bulunabilmeleri iizerine deneyler yapilmugtir. Yapilan bir ¢aligmada ayn ayri
kullamlan polimerler mukoz tabakayla bag kurarak goz ylizeyinde ¢Oziiniir, kolloidal ve
partikiil halde bulunan materyali yakalayabilmektedir. Bu ¢alismada kullanilan polimerlerden
biri de poliakrilik asittir (Greaves, 1993).

Klauser ve arkadaglan IgG ve PAA’ y1 baglayarak yapay immiin kompleks olusturmuslardir.
Bu kompleksin dogal immiin kompleksi taklit edip etmedigini aragtirmiglardir. PAIGP insan
periperal polimorfoniiveli 16kositlerde kemiltiminesans bir cevap olugturmaktadir. Bu cevap,
serum varligr ile yoklugunda ve tam kanda ortaya ¢ikmaktadir. Bu cevabin 16kositler igin
serum yoklugunda tam kana oranla daha diisiik oldugunu ortaya koymuslardir. PAIGP dogal
antijen-antikor kompleksi olugmasina neden olarak birgok biyolojik reaksiyonu
indiiklemektedir (Klauser vd., 1990).

Farkli boyutlara sahip PAA’ nin, DNA’nin yapis1 ve 6zellikleri tizerine etkisi David G.
Brown ve Donald S. Coffey tarafindan incelenmigtir. Poliakrilik asitin izole edilmis sican
karaciger hiicresinden veya ¢6zlinmiig kromatinden kesilmis DNA pargasin ayirma 6zelligine
sahip oldugu goriilmiistiir. Bahsedilen bu ayirma yetenegi (kapasitesi) onun boyutuna
baghidir. Poliakrilik asidin tiim boyutlar1 saflastrilous, fraksiyonlanmamus dana timus
histonlarin1 ¢oktiirme 6zelligine sahiptir. Fakat, en kiiclik polimer biiyiik olanlara gore 2 kat
daha etkilidir. Poliakrilik asidin biiyiik boyutlular, ¢ekirdek hacminde artiga ve izole edilmis

hiicrenin optik temizlenmesine neden olmugtur.
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Biiytik boyutta olan poliakrilik asidin, g¢ekirdekte olan yilksek molekiil agirlikh DNA’min
degradasyonunu Onledigi ve histonlarla inhibe olmus DNA pargasimn eski ozelliklerini
kazandig goriilmiistiir (Brown ve Coffey, 1973).

3- Biyolojik Dozimetre

Radyasyon ile 1ginlamalarda kisilerin ve toplumun maruz kalacag: dozlarin radyobiyolojik ve
istatiksel olarak hesaplanmast ¢ok onemlidir. Ancak doz hesabimi zorlagtiran fiziksel ve
biyolojik bir ¢ok faktér vardir. Bunlar; radyasyonun cinsi, toplam uygulanan doz, dozun bir
kerede yada aralikh uygulanmasi, kiginin kismi veya tiim viicudunun iginlanmasi, 1sinlama
tizerinden gegen zaman, kigisel duyarliliklarin farkl: olmasi seklinde siralanabilir. Fiziksel ve
kimyasal ajanlarin etkisini dedekte edebilmek i¢in kullamlan birgok biyolojik indikator sistem
olmasina ragmen, bunlarin higbirisi biyolojik dozimetre olarak kullanilmaya elverigli degildir.
Bunlardan kemik ilii incelemeleri, spermogram, serum analizleri, timidin analizi, idrar
aminoasitleri ve metabolitleri, viicut sivilari, turnak ve sag¢ dokularmin kullamilmas: {izerine
yapilmis pek ¢ok calisma vardir. Fakat bu tip biyolojik sistemlerin ¢ogu 6rnek almadaki
giclikler ve asenkronize popiilasyonlar1 olmalann nedeni ile dozimetrik‘ amagla
kullanilmazlar. Ayrica bu tiir hiicreler ancak viicudun belirli bir bolgesinden alinacagindan
tiim viicudu homojen olarak temsil etmezler. Oysa insan dolasan kan lenfosit hiicreleri,
kisinin tim veya kismi olarak aldign dozun, radyobiyolojik ve istatistiksel olarak
degerlendirilmesinde 1960 lardan beri biyolojik dozimetre olarak kullanilan tek biyolojik

sistemdir.
Lenfosit hiicrelerinin biyolojik dozimetre olarak kullanibma nedenleri :

o  Ornek almanmn kolay olmas: ve tiim viicudu temsil etmesi,

e Radyasyona karst ¢cok duyarli olmalari,

e Viicudun herhangi bir yerinde olugan hasar1 dolasan kana tagimalari,

¢ Dolagimda boliinme olmayan Gy fazinda olmalar,

e Doku kiiltiirii ortaminda kolayca boliinebilmeleri,

o Senkronize (aym anda aym fazda) hiicreler olarak béliinmeye gegebilmeleri.
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3.1- insan Lenfosit Hiicreleri

Insan lenfosit hiicreleri de alyuvarlar, akyuvarlar, trombositler gibi diger kan hiicrelerinin
olustugu pluripotent hemopiotik dokuda meydana gelirler. Hemopoetik doku yetiskinlerde
kemik iliginde, fetusta ise karacigerde yer almaktadir. Lenfositler, T ve B hiicreleri olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadirlar. Memelilerde B hiicreleri olugtuklari hemopoetik dokuda
geligimlerini tamamlarken, T hiicreleri hemopoetik dokuda meydana geldikten sonra kan

aracilifryla timusa taginirlar ve burada olgun hiicrelere doniiiirler.

T ve B hiicreleri immiinolojik uygulama bakimindan farkli 6miir ve rollere sahip, hafiza
(memory) ve plazma hiicrelerinden olusan bir karigimi temsil ederler. Kan lenfositleri, fiziksel
veya kimyasal klastojenlerin biyolojik etkilerinin dedekte edilmesinde kullanilabilecek en
uygun sistemdir. Dolasan kandaki lenfosit hiicrelerinin % 70’ i T-lenfositleridir. Bu hiicrelerin

% 95 © inin yar1 Smrii ortalama 3 yildir.

T hiicrelerinin, B hiicrelerinden ayrilmasini saglayan 6zellik T hiicrelerinin yiizeyinde
bulunan CD molekiillerinden ileri gelmektedir. T hiicrelerinin esas belirleyicisi ise TCR (T
cell antigen reseptor) molekiliidiir. Bu reseptorler TCR-1 ve TCR-2 olmak iizere ikiye
aynlir. TCR-2 molekiilt iki adet disulfit bag: ile baglanmis oo ve [ polipeptitlerinden
olugsmaktadir. TCR-1 ise y ve & polipeptidlerinden olugmakta ve yapisal olarak benzerlik
gostermektedir. Kanda bulunan T hiicrelerinin yaklasik % 95° i TCR-2’ den, % 5’ i TCR-1’
den olugmaktadir. TCR-2 tagiyan hiicreler birbirleri ile cakigmayan iki alt gruba ayrilmaktadir.
Bunlardan biri Ty (helper) CD* yi tasimaktadir, digeri ise Tcs (cytotoxic, SUppressor)
CD*" yi tagimaktadir. In vitro ¢alismalarda phytohemaglutinin (PHA) ile bsliinmeye tesvik
edilen ve bir biyolojik dozimetre olan T hiicrelerinin bu islemlerde en ¢ok CD4 ve CDS$ alt
birimleri kullamlmaktadir IAEA; A Manuel, 2001). |
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32- Okaryotik Hiicrelerde Mitoz Boliinme

Her canlh organizmanmn biiylimesi ve gelismesi , hiicrelerin ¢ogalmasiyla olasidir. Bir
hiicrelilerde hiicre boliinmesi ¢ogalmay: saglar. Halbuki ¢ok hiicreli organizmalarda yeni
birey, disi ile erkek hiicrelerinin birlesmesinden ortaya gikan zigot adi verilen tek bir hiicreden
geligir. Zigotun boliinmesi ile ¢ok sayida hiicreler olugur. Yani cok hiicreli organizmalarda
hiicre boliinmesi, doku, organ ve sistemlerin biiyiiylip gelismesini, yipranan hiicrelerin
onarilmasini, Slen hiicrelerin yerine yenilerinin yapilmasim saglar.

Hiicrenin yasaminda iki evre vardir. Birincisi interfaz, ikincisi boliinme evreleridir. Interfaz
evresi, hiicrenin hacmini genislettigi evredir. Boliinme hiicrenin iki esit pargaya yani, iki ogul
hiicreye ayrilmasidir.

Hiicrenin bir b6liinme sonundan ikinci bdliinme sonuna kadar gegen yagamina, hiicre siklusu
veya hiicre devri denir. Hiicre devri; mitoz, sitokinez, Gy, S, G, , olmak iizere birbirini izleyen
ve farkli sentez olaylarinin yer aldig: beg alt evreden olugsmaktadir. Mitozu izleyen interfaz

evresi, Gy , S ve G alt evrelerini kapsamaktadir.

Sekil 3.1 Hiicre Siklusu
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Mitoz hiicrenin diizenli olarak boliinmesidir. Bu yolla yeni olusan iki yavru hiicre, tipki ata
hiicrenin sahip oldugu kromozomlarin say1 ve g¢esidi kadar kromozoma sahip olur. Mitoz
boliinmeyle iki yavruo hiicre arasinda kromozomlar tam esit olarak bdliinmesi
garantilenmektedir. Yeni ve eski kromozomlarin yap1 ve iglev bakimindan birbirinin aynisidar.
Her insan hiicresinde, mitoz sirasinda 46 kromozomun her biri kendisinin tam bir kopyasim
olusturdugundan, bir an igin hiicrede 92 kromatid bulunur. Sonra hiicre boliinmesi
tamamlanirken 46°s1 bir yavru hiicreye 46 s1 da Steki yavru hiicreye gider.

Mitozun biyolojik Onemi; hiicre sayisim gogaltmak, kromozom sayism ( 2n )’ de sabit
tutmak ve genetik bilginin (kromozomlar DNA’ da sifrelenmis bilgiler tagirlar) her yavru
gekirdege tam olarak dagitilmasim saflamaktir.

Mitoz boliinme; profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitokinez olmak iizere bes evrede
gergeklesir.

Sekil 3.2 Mitoz Boliinme
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3.3- Radyasyonun DNA iizerine etkisi

DNA molekiilii, birbirinin ¢evresinde spiral yapacak sekilde donen iki iplikten olusmugtur. Bu
yapt yaygn olarak “cift heliks” adi ile adlandirilr. Ipliklerin herbiri, birbirine bagl, ard arda
siralanan fosfat gruplan ile bunlara bagh seker gruplarindan olugan biriskelet ile bu iskeletteki
gruplarina bagh azot¢a zengin organik bazlardan olugmustur. Herbir iplik, karsilikli bazlar1
arasinda hidrojen baglan ile birbirlerine baglanmiglardir. Bu sekilde, iki DNA ipligi bir biitiin
olustururlar. DNA’ nin yapisinda dort ¢esit baz bulunur. Bunlardan ikisi pirimidin (timin ve
sitozin), diger ikiside piirin (guanin ve adenin) tipindedirler.

Sekil 3.3 DNA molekiiliiniin temel yap: semas1 (Ozalpan, 1979)

DNA molekiiliintin iki ipligi, birbirinin tamamlayicis1 “komplementer” &zellik gosteritler.
Niikleustaki genetik bilgi, bazlarin siralanmigina gbre DNA molekiilii tarafindan taginir. Bu
bilgi, dort harfli bir alfabe (DNA’ nin doért bazi) seklindedir ve herbiri; {i¢ harften olusan
sozciikler halinde belirlenir. Iplik fizerinde ard arda {i¢ bazin olusturdugu “kodon” adim alan

gruplarin herbiri, 6zel bir amino asidin kodlanmasini saglar.

protein
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Buna gore DNA molekiilii iizerindeki bazlarin 6zel dizilisi, spesifik amino asitlerden olusmusg
bir zincirin yani spesifik bir proteinin olusumuinu denetler. Amino asitlerin dizilisi dogrudan
dogruya DNA molekiilii tizerinde meydana gelmez. Aslinda protein sentezi, sitoplazmada

gerceklegen bir olaydir.

Sekil 3.4 Memeli Hiicre sikliisunun degisik fazlarinin sematik goriintimii.

Hiicre siklusunda, S fazindan 6nce G1 fazi, S fazindan sonra da G2 faz1 bulunur. G1 faz
boyunca protein ve RNA sentezi yapilir. Bu arada S fazina hazirhik yapmak iizere bazi 6zel
proteinler de sentez edilir. M fazinda biiyiik oranda DNA’ dan olugan kromozomlar, kisalip
kalinlagarak goriilebilir hale gegmislerdir. Mitoz hiicrenin radyasyona kargi en duyarh oldugu
evreyi olusturur. Biyofiziksel diizeyde, radyasyon etkisi ile DNA’ nin bazlarinda gesitli
bozukluklar, seker fosfat baglarinda kopmalar ve bazlarin zincirden koparak serbest kalmalan
gibi olaylar saptanmustir.

Sekil 3.5 Radyasyon etkisi ile DNA molekiiliintin tek veya ¢ift ipliginde olugan kopmalar ve

bu kopma yerlerinin yeniden baglanma olasiliklar:.
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DNA iizerinde meydana gelen iyonize radyasyon zararlannm Ozet olarak agagidaki gibi
siralamak miimkiindiir;

o Hidrojen baglarimin kirilmasi,
e Zincir kinilmalars; tek ve ¢ift zincirde kirilmalar veya gseker fosfat iskeletinin kirilmasi,
e DNA da baz zaran; Baz degisikligi veya kaybs,

e Capraz baglanma.

Radyasyon etkisi ile DNA’ nin tek ipliginde kopma olasilig, ¢ift iplikte kopma olasihigindan
daha fazladir. Cok yiiksek radyasyon dozlarinda DNA molekiiliinde pargalanmalar da olugur.
Bunun sonucunda ¢ok kii¢itk molekiiller ortaya ¢ikabilir. Bu kiigiik molekiiller tekrar rastgele
birleserek, bir¢ok kiiciik DNA parcasindan olusan agregasyonlar ortaya cikabilir. Radyasyon
etkisi ile ortaya ¢ikan kromozom anormalliklerinin orami ile doz, doz hiz1 ve dozlarin
araliklarla uygulanmas: arasinda bir iligki oldugu deneysel olarak saptanmgtir (Koksal vd.,
1996). Isinlama sirasinda oksijenin varlifi kopmalarin oraninda bir artisa neden olmaktadir.
Yapilan aragtirmalar, oksijenin kromozom anormalliklerinin oiusma oranmm iki-ti¢ kat
arttirdigim gostermistir. Kurilma bolgesindeki tahribat yada hatali bir yapisma dominant letal
mutasyonlara yol agabilir. Bu da hiicreyi liitme gotiirtir.

Bazlarin bozulmasi ve DNA molekiiliinii olusturan ipliklerdeki kopmalar, radyasyonun DNA’
da olusturdugu biyofiziksel diizeydeki etkiler ile, DNA sentezinin baglamasinin gecikmesi,
hiicrelerin S fazina gegislerinin yavaglamas: yada DNA sentezinin azalmasi gibi biyokimyasal
diizeydeki radyasyon etkileri arasinda dorudan bir baglanti kurmak her zaman miimkiin
olamamaktadar.

Diger bir ifadeyle, biyokimyasal etkilerin biyofiziksel bozukluklarin bir sonucu olarak ortaya
ciktigim sdylemek dogru degildir. Ciinkii bu biyokimyasal etkilerin ¢ogunun hiicrede DNA
sentezinin yapilmas: icin gerekli birgok molekiillerde radyasyon etkisi ile ortaya ¢ikan
tahribatlar sonunda olustugunu gosteren birgok kanitlar vardir (Ozalpan, 1979).
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3.4- Mikroniikleus Analiz Yénteminin Gelisimi ve Ozellikleri

Radyasyon sitogenetigi yontemlerinin kullanildigi biyolojik dozimetrede, ¢ok sayida kiginin
absorbladiklart doz diizeylerini hizli ve giivenilir olarak belirleyebilen, son yillarda dikkatleri
ceken yontemlerden biri de ¢ift niikkleuslu hiicrelerde Mikroniikleus Analizi Yontemidir.
Mikroniikleuslar, sitoplazma i¢inde, ana niikleuslun (¢ekirdek) diginda, fakat niikleusun gekil,
yap1 ve boyanma Ozelliklerini yansitan kiigiik kiiresel yapilar olarak tanimlanir (Thierens,
1991). Radyasyon veya bagka bir nedenle hasar géren ve yavru niikleuslara dahil olamayan
lenfosit kromozomlar1 ve onlarin pargalan sitoplazma i¢inde yogunlagarak mikroniikleuslar
olugtururlar (Heddle vd., 1983; Prosser, 1988; Migliore vd., 1991).

Sitogenetik hasarlarin gostergesi olarak mikroniikleuslar ilk defa 1959 yilinda A. Evans
tarafindan bitkilerde yabllan bir ¢aligmada kullamilmugtir (Evans, 1988). Daha som:alarda,
lenfositlerde mikroniikleus olusum kinetikleri ve hiicre siklus karakteristikleri ilk kez Obe ve
arkadaglar: tarafindan yaymlanmistir. 1964 yilinda ise, Fliender ve arkadaglari, radyasyon
kazas1 geciren kisilerin kemik iligi hiicrelerinde, sitoplazmada kromatin materyaline
rastladiklarim bildirmiglerdir. Mikroniikleuslar ilk olarak sitoplazma ig¢inde, niikleusa benzer
yapilar olarak gozlenerek, bunlarin olugumu radyasyonun neden oldugu kromozom
hasarlarina baglannmgtir (Flinder vd., 1964). Insanin dolasan kanmindaki lenfosit
popiilasyonlarinda radyasyonun neden oldugu mikroniikleuslarin analizini ilk gésterenler ise
1976-1977 yillarinda Countryman ve arkadaslan olmustur (Countryman vd., 1976; Heddle
vd., 1977).

Lenfositlerde bir klastojen nedeni ile meydana gelen hasar en erken I. Mitoz bdéliinme
sonunda mikroniikleus olarak goriilebilir. Bu nedenle kiiltiir zamani iyi se¢ilmelidir. Pincu ve
arkadaslar1 1983 yilinda kiiltir ortamina Bromodeoksiuridin ilave ederek 1. ve II. Mitoz
boliinmedeki mikroniikleuslart saptamiglardir (Pincu vd., 1984). Daha sonra yontemi
standartlagtirmak icin ¢aligmalar devam etmis, Fenech ve Morley bugiin baz1 degisiklerle
kullamlan Cytochalasin-Blok (CB) yontemini gelistirmiglerdir (Fenech ve Morley, 1985). Bu
yontemin esasi, lenfosit kiiltiiriine I. mitozdan sonra (48. saatte) Cytochalasin-B ilave edilerek
sitokinezin durdurulmasi ve iki niikleus igeren (biniikleat) hiicrelerde klastojenin olugturdugu
mikroniikleuslarm sayilmasidir.
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3.4.1- Saymm ve degerlendirmede biniikleat (BN) hiicrelerin se¢im kriterleri :

Mikroniikleus sikhiginda degerlendirilecek sitokinez blok hiicreleri agagidaki karakteristik
6zelliklere sahip olmalidir :

a) Hicreler biniikleat (BN) olmalidur.

b) BN hiicre igindeki iki niikleus, hasar gormemis ¢ekirdek zarma sahip olmali ve
sitoplazmada bir diizende bulunmahdur.

¢) BN hiicredeki iki niikkleus aym ebatlarda, modelde ve aym yogunlukta boyanmig
olmalidur.

d) BN hiicre i¢indeki iki niikleus birbirleriyle baglantili olmamalidir veya birbirlerine
cekirdek ¢apinin ¥4 inden genis olmayan diizgiin kopriilerle baglanmig olmalidir.

e) BN hiicredeki iki ana niikleus birbirine degebilir ama ideal olarak birbirinin {izerine
gecmis sekilde olmamalidir.

f) BN hiicrenin sitoplazma sinirlari yada membrani (zar1) hasar gérmemis olmah ve

birbiriyle ¢akigan hiicrelerin sitoplazma siirlarindan net olarak ayrilmalidir [2].

Sekil 3.6 Sitokinez bloklu Mikroniikleus (MN) analizinde biniikleat (BN) hiicreleri segme
kriterleri: A- Ideal biniikleat (BN) hiicre; B- Niikleuslar: birbirine temas eden BN hiicre; C-
Niikleuslar: arasinda dar nilkleoplazmik koprii olan BN hiicre; D- Genis niikleoplazmik képr
iceren BN hiicre (Not: Birden ¢ok niikleoplazmik koprii igeren biniikleat hiicreler gézlenmigtir)
[2].
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[A] [B] [C]
mono- and apoptotic hiicreler nekrotik hiicreler
multiniikleuslu hiicreler

Sekil 3.7 In vitro kosullarda sitokinez-bloklu mikroniikleus (MN) analizinde Biniikleat (BN)
hiicrelerin diginda gézlenen gesitli hiicre tipleri. Bu tip hiicreler MN frekansi olarak dikkate
alinmamalidir: [A]- Bir, fi¢ ve dort niikleuslu hiicreler; [B]- Apoptosis’in erken agamasinda
olan mono- ve biniikleat hiicreler. Bu hiicrelerde kromatin kisalmasi gergeklesmistir fakat
cekirdek zan parcalanmamustir. Geg seviyedeki apoptotik hiicreler, ¢ekirdeksiz ve apoptotik
kromatinler sitoplazma igerisindedir; [C]- Nekrozun ¢esitli asamalarinda olan hiicreler. Son
evrelerinde sitoplazma kismi yada tamamen kaybolur. Cekirdek zar1 hasar gériir ve

cekirdeksel materyal kalan niikleustan akmaya baglar [2].

3.4.2- Mikroniikleus saymm icin gerekli olan kriterler :

Mikroniikleuslar morfolojik olarak fark edilebilir 6zelliktedirler fakat ana ¢ekirdekten daha
kuigtiktiirler. Mikroniikleus teknigi ile degerlendirme sayim kriterleri ¢ok onemlidir. Sadece
sitoplazmasi korunmus biniikleat hiicreler ve bunlardaki mikroniikleuslar sayilmalidir. Bir
mikroniikleusun sahip olmas1 gereken karakteristik 6zellikler sunlardir :

a) Insan lenfositlerindeki mikroniikleus gapi, ana niikleusun (¢ekirdek) '/5” i ile Yi¢” s1
arasinda degisiklik gosterebilir.
b) Mikroniikleus (MN), ana niikleus ile aymt yapi ve boyanma O&zelliklerine sahip

olmalidir. Parlama yapmamahdir.
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¢) MN, ana niikleus ile baglantili olmamahdr.

d) MN, ana niikleusa degebilir fakat ana niikleus ile cakismamalidir ve smrlar1 belirgin
olmahdar.

e) Yuvarlak veya yuvarlaga cok yakin bir gekilde olmalidur.

Mikroniikleus teknigi, lenfosit kiiltiiriinde yaygin olarak kullamlmaktadir. Insan kaninin,
ozellikle lenfosit hiicrelerinin iyonizan radyasyonlara kars: hassas oldugu ve doz-cevap
iligkilerinin kurulabilecegi 20 yildan daha uzun bir suredir bilinmesine ragmen ¢evresel

mutajenlerin etkisinin tespitinde de giivenle kullanilabilecegi son yillarda kabul edilmistir.

Sekil 3.8 Biniikleat hiicrelerde mikroniikleusun tipik goriiniisii ve boyutu: [A]- Biri, ana
cekirdegin 1/3° 1 digeri 1/9” u kadar biiyiiklige sahip ¢ift niikleuslu hiicre; [B]- Ana ¢ekirdege
degen fakat tizerine ¢ikmayan mikroniikleus; [C]- Cift niikleuslu ve ana gekirdekleri arasimnda
niikleoplazmik koprii olan bintikleat hiicre; [D]- Degisik boylarda alt1 mikroniikleuslu biniikleat

hiicre; bu tip hiicreler nadiren goriiliir [2].

Sekil 3.9 Mikroniikleus olmayan fakat mikroniikleusa benzer yapilar iceren biniikleat hiicreler
(veya biniikleat benzeri hiicreler): [A]- Biri diZerlerinden daha kiigiik olan #i¢ nikleuslu hiicre;
[B]- Sitoplazmada farkli bir yogunluga sahip olan bolge; [C]- Ana gekirdekten digari ¢ikan ve
dar bir niikkleoplazmik kdpriiyle ana gekirdege baglh olan mikroniikleus benzeri niikleus
materyali; [D]- Ana gekirdege bariz bir sekilde niikleoplazmik baglantisi olan ¢ekirdeksel
cikintilar [2].
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APOPTOSIS MN ANALIZi NEKROZ

Sekil 3.10 Sitotoksik ve genotoksik ajanlar sonucu sitokinez-bloklu hiicre kiiltiiriinde
- gergeklesebilen gesitli olasiliklar [2].

3.5- Mikroniikleus Tekniginin Avantajlar :

e Analizi kolay, hizli bir yéntem.

o Genellikle biiyilk radyasyon kazalari gibi ciddi saglik problemleri beklenen
olaylarda, ¢ok sayida kisinin hizh bir sekilde doz diizeylerinin belirlenmesinde,

o Niikleer tesiélerde caligan kisilerin ig Oncesi kontrolleri ile klastojenik ajanlara
(kromozomlara zarar verme potansiyelinde olan) duyarliigz olanlarin, nceden
saptanmasinda,

o Kanserli hastalarin tedavisinde = radyoterapi ve kemoterapiye kargt kigisel
duyarlilik farkliliginn belirlenmesinde,

e Radyasyon gibi fiziksel etkenler ile kimyasal olarak kromozomlar1 etkileyen
maddelerin etkilesimlerinin arastirtlmasinda tercih edilmektedir.

3.6- Mikroniikleus Tekniginin Dezavantajlax :

e Yiiksek dozlarda, hiicre boliinmesinin gecikmesi, hiicre 6liimii ve bir MN igine
birden ¢ok kromozom pargasmin dahil olabilmesi nedeniyle dedeksiyon verimi
diismektedir.

e MN, radyasyon disi nedenlerle de olustugu igin diigikk dozlarla iginlamalarda ve
spontane sikhgimm bilinmedigi durumlarda verimi diigiiktiir.
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Sonug olarak, dolasan kan lenfositlerinde MN teknigi, sitogenetik etkilerin aragtirilmasinda
oldukga kolay ve hassas bir yontem olarak literatiirde yerini almgtir (Al-Sabti vd., 1992;
Lynch ve Parry, 1993; Berces vd., 1993; Anwar, 1994; Kételes ve Bojtor, 1995).
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4, DENEYSEL KISIM
4.1 Kullamlan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler
4.1.1 Kullanilan Cihazlar

o Shimadzu UV-2401 PC UV-Visible Recording Spectrofotometre
e AAS Variant Spectra AA200

o Eppendorf Mikro Pipet Seti

o  WTW Microprocessor pH 537 pH Metre

o Mettler Toledo AT201 Terazi

e Heidolph MR 3001 Magnetik Karigtirict

e Niive ST 402 Calkalayicili su banyosu

e Jouan CR 412 Santrifiy

e Sigma G- 10 Santrifijj

e Sanyo CO; Inkiibator

e Snijders Press-to-Mix 34524 Vorteks

e Olympus CH-30 Mikroskop

e Carl Zeiss Jena Laboval 4 Mikroskop

e Sanyo Fully Automatic Mac-500 EX Otoklav
e Kerman Laminar Flow Chamber

o Electrothermal Slide Drying Bench



4.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

42

Poliakrilik Asit Bromo deoksiuridin
|PBS Glutamin

Potasyum hidrojen fosfat Penisilin-Streptomisin

Potasyum dihidrojen fosfat Azur 16sin metilen blue

Sodyum kloriir Asetik asit

Bakair siilfat ‘Metanol

Bakar kloriir Formaldehit

PHA F-10

Cytochalasin-B Fosfat Bovin Serum

Normal Salin Heparin

DMSO Nitrik asit

Sodyum Bikarbonat Hidrojen peroksit

Potasyum kloriir
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42  Poliakrilik asit-Cu** Komplekslerinin Absorbanslarmin incelenmesi

4.2.1 Kullanilan Cézeltiler

A- PBS Tamponu (pH : 7.2)

52.2 gr KoHPO,4 600 ml suda ¢oziildilkten sonra iizerine 400 ml suda ¢6ziilmiis 27.2 gr
KH,PO, ilave edilerek karigtirtldi ( pH: 7.2-7.4 ). Boylece fosfat tamponu hazirlanmig oldu.
8.4 gr NaCl’ nin 20 ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢éziinmesiyle PBS tamponu
hazirlanda.

B- Poliakrilik Asit Polimer Cozeltisi

1 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢6ziilmesiyle hazirland.

C- CuS04 Cozeltisi

CuS04.5H,0 ¢ozeltisinin konsantrasyonu % 5°lik olacak gekilde destile su ile hazirlandi.

4.2.2 Deneyin Yapilisi

1 mg/l ml olarak hazirlanan PAA c¢ozeltisi ilk 6nce UV-visible spektrofotometre’ de
absorbans degerlerini okumak iizere kiivete konur. Daha sonra metal tuzundan bu kiivete 20
pl’ den baglayarak eklenir (¢okelti olusuncaya kadar). Boylelikle bu kiivet igerisindeki PAA
bakir (Cu) tuzu ile bir nevi titre edilerek absorbansi, 400 nm dalga boyunda 6lgiilmiigtiir.



43  AAS Analizi
43.1 Kullanilan Cozeltiler
A- PBS Tamponu (pH : 7.2)

522 gr Ko;HPO, 600 ml suda ¢oziildiikten sonra fizerine 400 ml suda ¢oziilmiis 27.2 gr
KH,PO; ilave edilerek karigtinld: ( pH: 7.2-7.4 ). Boylece fosfat tamponu hazirlanmig oldu.
8.4 gr NaCl’ nin 20 ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢6ziinmesiyle PBS tamponu

hazirlandi.

B- Poliakrilik Asit Polimer Cozeltisi

1 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢6ziilmesiyle hazirlandi.

C- CuSO4 Cozeltisi

CuS0,4.5H,0 ¢ozeltisinin konsantrasyonu % 5°lik olacak sekilde destile su ile hazirlandi.
4.3.2 Deneyin Yapihsi

New/Naa=1/50 Ve ne/naa=1/20 oranlarinda olacak sekilde hazirlanan PAA-Cu?* ikili
kompleksleri ¢ozeltilerinden 0.5 ml olmak iizere saghkli insanlardan alinan 5 ml’ lik kan
fimeklerihe enjektSr vasitasityla klasik yOntemle karigtirilarak ve vorteks kullanarak ilave
edildi. Daha sonra 37°C’ de 1 saat bekletildi ve siire sonunda 2000 rpm’ de 5 dk santrifiij
edilip tiiplerdeki her bir faz ayrildi. Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre (AAS) cihazinda
yapilacak analiz icin alt (pellet kismu) ve {ist faz (serum kisim) ¢dzme sistemine alindi. Bu
islem icin her 1 ml 6mek igin 2.5 ml d. HNO3 ve 1 ml H,0, kullanilarak mikrodalga 1sitma
programina konuldu. Burada teflon kaplar kullanilmigtir.

Ornekler ¢oziilditkten sonra kodlanan balon jojelere aktarilip 1+1 HNO; ile tamamlanarak
AAS analizleri yapildi.
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Asama | Maks. Giig % Giig | Ramp (min) Basmg | Sicaklik Hold
(psi) O (min)

(0] 600 W 100 25:00 175 210 05:00
1200 W

Analizi yapilacak 6rnek (sivi), kapiler vasitasiyla emdirilmektedir. Sistemde 1siyla (alevile)
molekiiller atomlar: haline dontismektedir. AAS analizi esasina gore, oyuk katot lambadan
yayinlanan i$1g1n bir kismu1 atom tarafindan absorplaniyor ve ¢ikan 151k dedekte ediliyor.

I, » (O > 1

Her elemente 6zgii katot lambalar bulunmaktadir. Lambalar en iyi degerleri verebilmesi igin
islem 6ncesinde optimize edilmektedir. Analizi yapilan Cu igin kendine 6zgii olan oyuk katot
lambadan 324.8 nm dalga boyunda bir 151k yayilmaktadir. Bu deneyi yapmaktaki amag her iki
fazda bulunan bakir miktarin tayin etmektir.
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44  PAA ve PAA-Cu®* ikili Kompleksleri Varhgmda “Coy Kaynag ile Farkh
Dozlarda Ismlanmis ve Ismlanmamis Kan Orneklerindeki Lenfosit Hiicrelerde
Mikroniikleus Degisiminin incelenmesi
4.4.1 Kullanilan Cozeltiler
A- PBS Tamponu (pH : 7.2)
52.2 gr K;HPO4 600 ml suda ¢ozildiikten sonra tizerine 400 ml suda ¢oziilmiis 27.2 gr
KH,PO, ilave edilerek karistirildh ( pH: 7.2-7.4 ). Boylece fosfat tamponu hazirlanmis oldu.
8.4 gr NaCl’ nin 20 ml fosfat tamponu ve 980 ml destile suda ¢coziinmesiyle PBS tamponu
hazirland1.
B- Poliakrilik Asit Polimer Cozeltisi
1 mg polimerin 1 ml PBS tamponunda ¢oziilmesiyle hazirlandi.
C- CuSO4 Cozeltisi
CuS0,4.5H,0 ¢bzeltisinin konsantrasyonu % 5°1lik olacak gekilde destile su ile hazirlandi.
D- CuCl, Cozeltisi
CuCl,.2H,0 ¢ozeltisinin konsantrasyonu % 5°lik olacak sekilde destile su ile hazirlands.

E- PHA Cozeltisi

20 mg PHA (Roche) tizerine 100 ml steril destile su ilave edilerek 0,2mg / ml olacak sekilde

hazirlanir,



47

F- Kompleks Medyum

10 gr F-10 tartilarak 1 L’ ye tamamlanip iizerine 0.5 g Heparin, 10 ml penisilin-streptomisin
ve 10 ml de L-Glutamin ilave edilir. Giil kurusu renk olugana kadar NaHCO; ¢ozeltisi (8 gr
NaHCOj3 alinarak 100 ml ¢ift destile suda goziilerek hazirlanir) eklenir.

Cozelti 0.2 pm capindaki milipor filtreden (Schleicher ve Schuell marka, 1 tanesi igin
yaklagik 100 ml siiziilebilecek sekilde) siiziilerek steril edilir. Bu islemden sonra 1 L’ sine 250
ml steril Foetal Bovin Serum ilave edilerek hazirlanir.

G- DMSO Cozeltisi

Stok DMSO ¢6zeltisinden 0.1 ml alimp, 0.9 ml salin ¢dzeltisi ile 1 ml’ ye tamamlanarak

hazirlanir,

H- Cytochalasin-B Cozeltisi

1 mg cytochalasin-B’ yi ¢6zmek i¢in hazirlanan DMSO ¢ozeltisinden 0.5 ml ilave edilir ve 5
ml destile su ile tamamlanir. Béylelikle 0.2 mg/ml cytochalasin-B ¢6zeltisi hazirlanmis olur.

I- Bromo Deoksiiiridin (BrdU) Cozeltisi

6.14 mg bromo deoksiuridin 10 ml destile suda ¢&ziiliir. Deneylerde 100 ml medyuma
1 ml BrdU stok ¢ozeltisinden ilave edilir.

J- Propiyonik Asit
% 99.7° lik propiyonik asit ¢ozeltisinden %0.1°lik propiyonik asit ¢dzeltisi hazirlayabilmek

icin, 0.1003 g propiyonik asit tartilarak 100 ml’ ye tamamlandi. 100 ml’ ye tamamlamadan
6nce pH 7’ye ayarlands.
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4.4.2 Deneyin Yapihs1

Bu deneyde %0.1° lik propiyonik asit ¢ozeltisi, 0.5 ml’ sinde 0.25 , 0.35 , 0.50 mg PAA olan
cozeltiler ve ng/npaa=1/50 ve ney/npas=1/20 (caa= 0.35mg/0.5ml) oranlarinda olacak gekilde
hazirlanan steril (56°C’de 30 dak. tutularak) PAA-Cu®* ikili kompleks ¢ozeltileri kullanild:.
Propiyonik asitin kullamlmasmmin nedeni, poliakrilik asitin bir monomeri olarak
digliniilmesidir. Bu ¢ozeltiler pH~7’de hazirlannoms ve in-vitro kosullarda kan ortamina
verildi. Kullanilan kanlar, saglikl: insanlardan 5 ml’ lik heparinli vakumlu tiiplere alindi.

Daha sonra Mikroniikleus (MN) y6ntemiyle lenfosit hiicrelerde propiyonik asitin, PAA’ nin
ve PAA-Cu*" ikili komplekslerinin kiiltiir ortammndaki davramglari ve meydana gelen
degisimler incelendi. Bu deneylerde 1s1k mikroskobu kullanilarak lenfosit hiicrelerde
incelemeler yapilarak, polimerin ve ikili komplekslerinin hiicreler iizerine etkisi
degerlendirildi. Ikinci asamada ise PAA ve PAA-Cu®* ikili kompleksleri kan ortamina
verildikten sonra 1 ve 3 Gy radyasyon dozlarinda 1§inlanarak radyasyonun etkisi yine MN

y6ntemiyle incelendi ve sonuglar karsilagtirildi.
4.4.2.1- Kan Orneklerinin Elde Edilmesi

Bu ¢aligmada kullanilan kan 6rnekleri geng, saglikl: ve sigara igmeyen kisilerden elde edildi.
Kamn alindig tiipler (Vacutainer, Becton Dickison) 5 ml hacminde, steril ve vakumlu olup,
igleri kanin pihtilagmasm Snleyecek sekilde Lityum-Heparin ile kaplidir. Bu nedenle kan
tiipe alindiktan sonra hafif¢e calkalanarak, kanin lityum-heparinle etkilesimi saglandi. Kan
Ornekleri hazirlanan ¢ozeltiler ile muamele edilmeden 6nce 1 saat, 37 °C’ de dinlenmeleri igin

bekletildi.

44.22- PAA ve PAA-Cu* ikili Kompleks Cozeltilerinin Kan Ornekleri ile Muamele
Edilmesi

Her bir kan tiiptine 4,5 ml kan 6rnegi alinmgtir. Kan 6rnekleri 1 saat dinlendirildikten sonra,
deﬁene,cek farkl konsantrasyonlardaki PAA ve PAA-Cu®" ikili kompleks ¢ozeltilerinden 0,5
ml kan tiipiine ilave edildi ve hafif¢ce galkalanarak kan ile ¢6zeltilerin karigmas: saglanda.
Cozeltilerin ilavesinden sonra kan ornekleri, etkilesim igin 24 saat 37°C’ lik c¢alkalamali su

banyosuna birakild:.
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Bu siire sonunda kan Srnekleri 2000 RPM’ de 5 dk. santrifiij edildi. Ust kisimda kalan
stipernatant (serum) enjektdrle cekilerek atildi. Daha sonra, her tiipe ayn1 seviyede olacak
sekilde kiiltir medyumu eklendi. Kompleks kiiltiir medyumu ile yikama yapildiktan sonra
2000 RPM’ de 5 dk santrifiij edildi. Bu yikama iglemi 3 defa tekrarlandi1 ve kalan hiicreler
kiiltiire alindi.

4423  Kan Orneklerinin PAA ve PAA-Cu? ikili Kompleksleri Varhgmda

Ismlanmas:

PAA ve PAA-Cu*" ikili kompleksleri varhiginda radyasyonun etkisinin incelenmesi amaci ile
yeni bir deney serisi hazirlandi. Bunun i¢in yukanda anlatilan sekilde kan 6rnekleri alinip
yine aym konsantrasyonlardaki PAA ve PAA-Cu ¢ozeltileri ile muamele edilerek, 60 dk’ ik
bekleme suresi sonunda 1 ve 3 Gy’ lik dozlarda iginlandi. Daha sonra kan &rnekleri aym
kosullarda santrifiij edildi ve serum atilarak kalan hiicreler kiiltiire alind1.

Isinlama Kosullar :

Isinlamalar Cekmece Niikleer Aragtirma ve Egitim Merkezi’ nde bulunan Sekonder Standart
Dozimetri Laboratuvar1 (SSDL) 1ginlama {initesinde ®°Co y 1s1m kaynag: ile yapildi. Kan
Ornekleri, kaynaktan uzakligi 100 cm’ de, doz hizi 348.57 mGy / 2dk olan kaynak karsisinda
1 Gy’ lik 1s1nlama igin 5 dk. 45 sn , 3 Gy’ lik iginlama igin ise 17 dk. 16 sn bekletildi.

44.2.4- Hiicrelerin Kiiltiire AliInmasi

Hazirlanan kan Ornekleri Moorhead ve arkadaglari tarafindan yayinlanmig mikro kiiltiir
teknigi kullantlarak kiiltiire alind: (Moorhead vd., 1960).

Her bir kan Orneginden mikroniikleus analizi igin 2 paralel hazirlandi. Herhangi bir
kontaminasyona sebep vermemek igin buraya kadar yapilan biitiin kiiltiir islemleri, UV
lambas: ile steril hale getirilen bir doku kiiltiir laboratuvarinda, Laminar Flow Chamber (hepa
filtrelerinden hava iiflemeli kabin) i¢inde gerceklestirildi. Gereken madde ilavelerinde ve

sulandirmalarda steril ve bir kullanimlik (disposable) enjektorler, gdzeltilerin steril olarak
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hazirlanabilmesi igin ise milipor filtreler ve kirmizi kapakli, gama ile steril edilmis 50 ml® lik
polietilen kiiltiir gigeleri kullanilda.

Kiiltiir siselerine, lenfositleri boliinmeye tegvik etmek i¢in 0.4 — 0.5 ml Phytohemaglutinin
(PHA, Roche 20 mg), 5 ml kompleks medyum ve 0.7- 1 ml kan 6rnegi ilave edilerek
37 °C’ deki inkiibatore konuldu.

Mikroniikleus Analiz Yontemi igin yukarida anlatilan sartlarda hazirlanan kan 6rneklerini
ieren kiltiir gigelerine, mitoz boliinmenin interfaz evresinde biriktirilebilmeleri amaci ile 48.
saatte 0,15 - 0,20 ml Cytochalasin-B (Sigma) ilave edildi. Cytochalasin-B ilavesinden sonra
kiiltiir sigeleri 20 saat daha 37°C’ deki su banyosuna birakildi. Toplam kiiltiir siiresi 68 saat
olan mikroniikleus analiz yénteminde kiiltiir gigelerinin bekletildigi ortamin sicakligr 37°C’ de

sabittir. Bu siire sonunda fiksasyon islemine gegildi.

~ 1 ml Ornek (Kan + PAA ¢ozeltisi)

l

5 ml KOMPLEKS MEDIUM
+
0.4 — 0.5 ml PHA

l

37 °C’ lik inkiibat6re alindi

48. saatte ~ 0.2 ml Cytochalasin-B
ilave edildi

68. saat kiiltiir sitresinin sonu

Sekil 4.1 Ekim isleminin sematik olarak gosterimi.



51

4.4.2.5- Hiicrelerin Fikse (Tesbit) Edilmesi

Mikroniikleus yontemi igin 68 saat’ lik kiiltiir siiresi tamamlandiktan sonra fiksasyon islemine
baslandi. ik olarak, kiiltiir siselerinin kapaklari agilarak kan &rnekleri 10 ml” lik  santrifiij
tiiplerine (Falcon tiip) aktarnildi. 1000 RPM” lik 5 dk santriftij isleminden sonra iistte kalan
siipernatant (serum) kismu atildi. Coken kan, bir vorteks karigtiric: yardimiyla karigtinlirken
tizerine hipotonik ok i¢in 0,075 M buz sogugunda (4°C) KClI (Merck) ¢ozeltisinden 6 ml
ilave edildi. Bu iglem sonrasinda bekletme yapilmadan santrifiij edildi ve siipernatant kisim
atildr. Vorteks mikserde karigtinlirken her bir tiipe taze hazirlanmus fiksatif ¢zeltisinden 6 ml
yavas bir sekilde damla damla ilave edilerek hiicreler fikse edildi. Bu islem 3 defa tekrarlanda.
Son fiksatife (3. fiksatif) sitoplazmanin dagilmasini, akmasim ve kirigmasim &nlemek
amaciyla 1/100 oraninda formaldehit (Merck) ilave edildi.

Daha sonra kalan hiicreler santrifiij edildi ve iistte kalan formaldehitli fiksatif atilarak
fizerlerine temiz fiksatiften yaklagik 1,5 ml ilave edildi. Tiiplerin kapaklar: kapatilarak 4°C’
de 1 saat bekletildi.

Bu siire sonunda elde edilen hiicreler, temiz, kodlanmig ve dondurulmus lamlar {izerine ¢ok
yakindan damlatiltp, yayilarak oda sicakliinda diiz bir zemin Uzerinde kurumak {izere
birakildi. Lamlar kuruduktan sonra %4’ liikk Giemsa (Gibco) ile boyandilar. Boya i¢inde 8 dk
birakildiktan sonra destile suyla galkalanarak kurutuldu.
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68 saatlik kiiltiir stiresi sonunda

Falcon tiiplere aktarilip,
etiketlendiler
5 dk 1000 rpm’ de Santrifiij edildi

stipernatant kisim atild

 Z
0,075 M Buz sogugunda 6 ml KCl eklendi

bekletmeden 5 dk 1000 rpm’ de stipernatant atild
santrifij edildi

\ 4
4:1 MeOH: AcOH Fiksatiften 6 ml eklendi

(ilk ilave ¢ok yavag bir gekilde yapildr)
5 dk 1000 rpm’ de Santrifiij edildi stipernatant atildi
4:1 MeOH: AcOH Fiksatiften 6 ml eklendi
5'dk 1000 rpm’ de Santrifiij edildi stipernatant atildi
Formaldehitli fiksatiften 5-6 ml ilave edilir
(%1 olacak sekilde Formaldehit 4:1 MeOH: AcOH Fiksatifin igine eklenir)
5 dk 1000 rpm’ de Santrifiij edildi stipernatant atildi

1,5 ml temiz fiksatif eklenir
(4:1 MeOH: AcOH)

i

Dinlenmeye buzdolabina kaldirilirlar (30 dk)

Sekil 4.2 Hiicrelerin fikse edilmesinin sematik olarak gosterimi.
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4.4.2.6- Mikroniikleus Analiz Yonteminin Degerlendirilmesi

Giemsa boya ile boyandiktan sonra hazirlanan preparatlar 1gik mikroskobunda x250 ve
x1000 biiyiitmede analiz edildi. Degerlendirmede, Countryman ve Heddle tarafindan
geligtirilmis sayim kriterleri kullamildi. Bu kriterlere gore, sitoplazmalari korunmusg
bintikleat hiicreler iginde niikleusla aym yogunlukta ve oOzellikte boyanan, 1181
yansitmayan, diizgiin sekilli ve niikleusun yarisindan daha kii¢iik boyutlu mikroniikleuslar
sayilmalidir. Bunun i¢in, analiz igleminde 1. mitoz b6liinmesini tamamlamig, Cytochalasin-
B ilavesi ile sitoplazma boliinmesi engellenmis olan, iki niikleuslu (¢ekirdek) biniikleat
hiicreler ve bu hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunan kiigiik niikleuslar (mikroniikleus)
degerlendirildi.

Sayim iglemi sirasinda, mikroniikleuslar saptandifinda degerlendirme formu {izerine
normal hiicrelerle, mikroniikleuslu hiicrelerin koordinatlar1 ve igerdikleri mikroniikleus

sayilar1 kaydedilir.

Mikroniikleus igermeyen biniikleat hiicreler

Sekil 4.3 Mikrontikleus igermeyen tipik biniikleat (BN) hiicreler. (d) ve (e) benzer gekilli
¢ekirdekleri olan hiicreler; bu tip hiicreler zaman zaman gozlenir ve normal biniikleat hiicreler
olarak diigiiniilebilir [2].
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Mikroniikleus igeren biniikleat hiicreler

Frasen

Sekil 4.4 Mikroniikleus (MN) igeren biniikleat (BN) hiicreler. (d) MN her iki niikleusa da
degmektedir [2].
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5- DENEYSEL SONUCLAR

5.1- UV/VIS Ol¢iim Sonuglar

Cizelge 5.1 %0.1°lik PAA ¢ozeltisine belirli miktarlarda CuSO4.5H,0 tuzu ilavesi sonucu
degisen ncy/npaa oraxﬂagnda absorbans degerlerinin 400 nm dalga boyunda 6lgiilmesi.

%0.1 PAA [Cu?"] ile Abs. Degisimi
1,2 1
1 - .
0,8 - R
é 0,6 -
0,4 - 4
0,2 1 ///

0 e I ; T T l
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
nCuInAA

o Abs. PAA




Cizelge 5.2 PAA’ nin CuSOQ; ile titrasyonu sonucu UV / VIS ile yapilan absorbans Slglim
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degerleri.
10 ml %0.1 |  pl %5
PAA  |CuSO.5H,0| mg[Cu®™] | ncu/maa Abs. PAA

ACO 0 0 0,00 0
ACl1 20 0,256 0,03 0
AC2 40 0,512 0,07 0
[AC3 60 0,768 0,10 0,047
|AC4 80 1,024 0,13 0,067
AC5 100 1,28 0,16 0,087
AC6 120 1,536 0,20 0,105
AC7 140 1,792 0,23 0,121
AC8 180 2,304 0,29 0,136
AC9 200 2,56 0,33 0,151
AC10 220 2,816 0,36 0,164
AC15 320 4,096 0,52 0,209
AC20 420 5,376 0,69 0,263
AC25 520 6,656 0,85 0,307
AC30 620 7,936 1,02 0,353
|AC35 720 9,216 1,18 0,401
AC40 860 11,008 1,41 0,474
AC45 1060 13,568 1,74 0,591
AC50 1260 16,128 2,06 0,747
AC51 1300 16,64 2,13 0,788
AC52 1340 17,152 2,20 0,834
AC53 1380 17,664 2,26 0,892
AC54 1420 18,176 2,33 0,965
ACS55 1460 18,688 2,39 1,066
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5.2- AAS Analiz Sonuclan

Cizelge 5.3 PAA-Cu® ikili kompleksleri ile dogal kanmn iki farkli sekilde kanigtirtlarak
muamele edilmesi sonucu kanin alt ve iist fazlarinda yapilan bakir tayini.

Cizelge 5.4 PAA-Cu?* ikili kompleksleri ile dogal kanin iki farkh gekilde karigtirilarak
muamele edilmesi sonucu kamn alt ve iist faz igin AAS’ de yapilan bakir tayini sonucu alinan

degerler.

Ornek Konsantrasyon mg/ml % RDS Abs

Blank 0.007 m 60.5 0.0006
Standart 0.5 ppm 0.504 m 0.6 0.0452
Blank iist faz 0.182 m 2.1 0.0164
Blank alt tist 0.180m 0.5 0.0162
1/20 Vorteks iist 0.611m , 0.4 0.0547
1/20 Vorteks alt 0.381m 3 0.2 0.0343
1/20 Klasik st 0.566m 0.3 0.0507
1/20 Klasik alt 0.492m 0.9 0.0441

AAS ile yapilan bu deneylerde alinan bu sonuglar vorteks ile yapilan kangtirmada kanmn iist
fazinda (atilan faz) kalan bakirmn, klasik yontemle yapilan karigtirmadaki kamn st fazina
oranla daha fazla bakir icerdigini gostermigtir.
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5.3- Mikroniikleus Analiz Yontemi ile Elde Edilen Deneysel Sonuglar

5.3.1- Propiyonik Asit (PPA) Konsantrasyonuna Bagh MN Degisimi

Cizelge 5.5 Propiyonik asit konsantrasyonuna bagh olarak MN degisim tablosu.

Toplam Toplam Hiicre Bagina
Sayilan Hiicre | Mikroniikleus Mikroniikleus
Kontrol 2500 2 0.0008
(0.00)
= 0.25 2501 5 0.002
¥
é »-El 0.35 2508 15 0.006
O w
2| 050 2505 19 0.008

Ug farkli konsantrasyonda PPA kullanildi. PPA kan ile muamele edildiginde olusan MN
degerleri yukaridaki gibidir. Her bir konsantrasyonda olugan MN degerleri birbirleriyle
karsilastirma yapabilmek i¢in kontrole oranland1 ve agagidaki sonuglar elde edildi.

Kontrol (K) = 0.0008

e Cppa=0.25 mg/5 ml igin;

MNppa/ MNg = 0.002 / 0.0008 = 2.5

o Cppa=0.35mg/5 mligin;

MNppa / MNg = 0.006 / 0.0008 = 7.5

L4 CPPA= 0.50 mg /5ml ig:in;

MNppa / MNk = 0.008 / 0.0008 = 10
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5.3.2- Farkh Konsantrasyonlarda Kan ile Muamele Edilen Poliakrilik Asit I¢in Yapilan
Hesaplar

Deneylerde ana ¢6zelti (A.C.) olarak %35°lik PAA ¢ozeltisi kullamlarak stok ¢ozeltiler

hazirlands.

Kullanilan A.C.” nin 1 ml’ sinde 350 mg PAA vardir.
Iml(=1g)A.C. + 349 ml PBS = 350 ml Stok Cozelti
e Vi =1025mgA.C. + 0.25ml PBS = 0.50 ml

C=05mg/ ml

e Vr=035mgA.C. + 0.15ml PBS = 0.50 ml
C = 0.7mg/ml
e Vr=050mgA.C. + 0.00ml PBS = 0.50 ml

C = 1mg/ml

Vt = 0.5 ml olarak hazirlanan ve farkli konsantrasyonlarda poliakrilik asit iceren bu ¢ozeltiler
5 ml kan ile muamele edildi.
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5.3.3- Poliakrilik Asit (PAA) Konsantrasyonuna Bagh MN Degisimi

Cizelge 5.6 Poliakrilik asit konsantrasyonuna bagli olarak MN degisim tablosu.

Toplam Toplam Hiicre Bagimma
Sayilan Hiicre | Mikroniikleus Mikroniikleus
Kontrol 2500 2 0.0008
(0.00)
| 025 2500 3 0.0012
=)
y cES 2500 4 0.0016
S &
2| 050 2500 8 0.0032

Ug farkli konsantrasyonda PAA kullamildi. PAA ¢ozeltileri kan ile muamele edildiginde
olusan MN degerleri yukaridaki gibidir. Her bir konsantrasyonda olugan MN degerleri
birbirleriyle karsilastrma yapabilmek icin kontrole oranlandi ve asagidaki sonuglar elde
edildi.
¢ Kontrol (K)=0.0008
o Cpaa=0.25 mg/5 ml igin;
MNpaas/ MNg = 0.0012/0.0008 = 1.5
o Cpaa=0.35mg/5 mligin;
MNpaa/ MNg = 0.0016 / 0.0008 =2

e Cpaa=0.50 mg /5 ml i¢in;

MNpaa/ MNg = 0.0032 / 0.0008 = 4
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5.3.4- PAA Varhgmmda 1 Gy Dozda Ismlanmis Kan Orneklerindeki
MN Degisimi

Cizelge 5.7 Farkli konsantrasyonlardaki Poliakrilik asit varliinda 1 Gy dozda 1ginlanan kan
orneklerindeki MN degisim tablosu.

Toplam Toplam Hiicre Bagma
Sayilan Hiicre | Mikroniikleus Mikroniikleus
Kontrol 1526 46 0.03
(0.00)
N 0.25 1000 65 0.065
=)
3 E 0.35 1003 43 0.043
5 &
2 | 050 1000 28 0.028

Ug farkls konsantrasyonda PAA kullanildi. PAA ¢ozeltileri kan ile muamele edildikten sonra
1 Gy dozda ®Co v ile ginlandi. Olusan MN degerleri yukaridaki gibidir. Her bir
konsantrasyonda olusgan MN degerleri birbirleriyle karsilagtirma yapabilmek igin kontrole
oranland1 ve agagidaki sonuglar elde edildi. (Kullamlan kanlar farkli bir bireyden alindig: igin
kontroliin MN degeri degisti.).
¢ Kontrol (K)=0.03
o Cpaa=0.25mg/5 ml igin;
MNpaa/ MNg = 0.065 /0.03 =2.17
o Cpaa=0.35mg /S mlicin;
MNpaa/ MNg =0.043 /0.03 =1.43

o Cpaa=0.50 mg /5 mligin;

MNpaa/ MNg =0.028 / 0.03 = 0.93
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5.3.5- PAA Varhgmda 3 Gy Dozda Isinlanms Kan Orneklerindeki
MN Degisimi

Cizelge 5.8 Farkli konsantrasyonlardaki poliakrilik asit varhiginda 3 Gy dozda 1ginlanan kan
Orneklerindeki MN degisim tablosu

Toplam Toplam Hiicre Basima
Sayilan Hiicre | Mikroniikleus Mikroniikleus
Kontrol 1519 163 0.11
(0.00)
| 025 500 77 0.154
=
! E 0.35 540 48 0.089
S e
2 | 050 510 42 0.082

Ug farkli konsantrasyonda PAA kullanuldi. PAA ¢ozeltileri kan ile muamele edildikten sonra
3 Gy dozda %Co vy ile igmnlandi. Olugan MN degerleri yukandaki gibidir. Her - bir
konsantrasyonda olusan MN degerleri birbirleriyle karsilagtirma yapabilmek i¢in kontrole
oranland: ve asagidaki sonuglar elde edildi. (Kullanilan kanlar farkl: bir bireyden alindig1 i¢in
kontroliin MN degeri degisti.).
e Kontrol (K)=0.11
o Cpaa=0.25mg/5 mligin;
MNpas/ MNg =0.154/0.11=1.4
o Cpaa=0.35mg/5 mlicin;
MNpaa/ MNg =0.089/0.11 = 0.81

e Cpaa=0.50 mg /5 ml igin;

MNpaa/ MNk =0.082/0.11 =0.75
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5.3.6- PAA-Cu®" ikili Kompleksi i¢in Yapilan Hesaplar
Ug farkli PAA konsantrasyonlarindan ikili kompleks i¢in Cpaa = 0.35 mg/ml alinds.
0.5 ml 0.35 mg PAA

100 ml x mgPAA
X = Cpaa=0.07 mg / 100 ml

%5’lik iki farkli bakir tuzu kullamlarak mol oranlart Ngy/Dpas = 1/50 ve Ncy/Npaa = 1/20
olacak sekilde PAA-Cu®* ikili kompleksleri olugturuldu.

5.3.6.1- CuS0,.5H,0 Kullanilarak Olugturulan ikili Kompleks Hesaplar

o ncw+/ npas = ( Ceusos X Mpaa ) / (Cpaa X Mcysos ) =1/50
ncws / noan = ( Ceusos X 70/ (0.07 x 160) =1/50

Cousos= 3.2x10° g/ 100 ml

250 g CuS04.5H,0 160 g CuSO4
X 3.2x 102 g CuSO,

x = 0.005 g CuS04.5H,0 /100 ml

% 5’ lik icin; x=0.1 ml/ 100 ml
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o ncw+/ Npaa = ( Ccusos X Mpaa )/ ( Cpaa X Mcusos ) =1/20
N/ 1pan = ( Cousos X 70 )/ (0.07 x 160 ) =1/20

Cousos= 8x 107 g/100 ml

250 g CuS04.5H,0 160 g CuSO,
X 8 x 107 g CuS0O,

x=0.0125 g CuS04.5H,0 / 100 ml

% 5’lik icin; x=0.25ml/100 ml

5.3.6.2- CuCl; .2H;0 Kullamlarak Olugturulan ikili Kompleks Hesaplari

o ncp+/ Npaa = ( Coucrz X Mpaa ) / (Cpaa XM cyc ) =1/50
nows / npan = ( Coucz X 70) / (0.07 x 134.5) =1/50

Couc= 2.69x 10 g/ 100 ml

170.5 g CuCl,.2H,0 134.5 g CuCl,
X 2.69 x 10® g CuCl,

x=3.41x%x10? g CuCl,.2H,0 / 100 ml

% 5°lik icin; x =0.0682 ml/ 100 ml



65

L ncu2+/nAA=(CcucjzxMAA)/(CAAXMc“c]z) ‘—;1/20

new+ / taa = ( Ceucz X 70) / (0.07 x 134.5) =1/20

Coucp= 6.725x 102 g/ 100 ml

170.5 g CuCl,.2H,0 134.5 g CuCl,
X 6.725 x 102 g CuCl,

x=8.525x 102 g CuCL.2H,0 / 100 ml

% 5°lik igin; x=0.1705 ml / 100 ml

5.3.6.3- Cu?" I¢in Toksisite Smirlar

Cizelge 5.9 Karaciger dokusunda, idrarda ve serumdaki Cu®* iyonu toksisite smirlari tablosu.

[Cu?*'] YETIiSKIN COCUK

Karaciger dokusu 3.2-9.9 png/g —
Wilson Hastalig: >80

Idrar 3-35 pg/24 saat —-
Wilson Hastalig1 >100

Serum 70-140 ng/dl 90-190 pg/dl

Serumda min. | 70 pg/dl = 70pg/100ml -

0.7pg/ml = 0.7 ppm
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5.3.7- *PAA-Cu*" ikili Kompleks Konsantrasyonu ile MN Degisimi

Cizelge 5.10 ncy/npaa = 1/50 ve ney/npaa = 1/20 olan PAA-Cu®" ikili komplekslerinin kan ile

muamelesi sonucu MN” lerde gerceklesen degisimin tablosu, * Cpaa= 0.35 mg/ml.

Toplam Sayilan Toplam Hiicre Bagina
Hiicre Mikroniikleus Mikroniikleus
Kontrol 2716 7 0.0026
(0.00)
_ 1/50 2546 11 0.0043
g
\5 5 1/20. 2503 10 - 0.0039
=
1/50 2725 14 0.0051
ig |
2 8 1/20 2574 13 0.0051
=
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Her iki tuz i¢in de ncu/npaa = 1/50 ve ncw/npaa = 1/20 olarak hazirlanan PAA-Cu?* ikili
kompleksleri kullamldi. Her bir ¢ozelti i¢in, olusan MN degerlerini birbirleriyle kargilagtirma
yapabilmek i¢in kontrole oranland1 ve agagidaki sonuglar elde edildi.
« Kontrol (K)=0.0026
e Ncy/Mpas (CuSO,).=1/50 icin;
MN/MNg = 0.0043 / 0.0026 = 1.65
e ncy/Nppa (CuSO,) =1/20 igin;
MN / MNg = 0.0039/0.0026 = 1.5
e ncy/Npaa (CuCl) =1/50 igin;
MN/MNk = 0.0051 / 0.0026 = 1.96

e ncy/Dpaa (CuCl) =1/20 igin;

MN/MNk = 0.0051 7 0.0026 = 1.96
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53.8- *PAA-Cu? ikili Kompleks Varliginda 1 Gy Dozda Ismlanmg
Kan Orneklerindeki MN Degisimi

Cizelge 5.11 ncy/npas = 1/50 ve ncy/npas = 1/20 olan PAA-Cu? ikili kompleksleri varliginda
1 Gy dozda 1sinlanan kan 6rneklerindeki MN degisim tablosu; * Cpap= 0.35 mg/ml.

Toplam Sayilan Toplam Hiicre Bagina
Hiicre Mikroniikleus Mikroniikleus
Kontrol 1526 46 0.03
(0.00)
< 1/50 1006 35 0.04
£ o
g @
§ 3 1/20 1503 47 0.03
< 1/50 1000 50 0.05
£ 9
\S) 5 1/20 1006 79 0.08
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Her iki tuz i¢in de ncynas = 1/50 ve ncd/naa = 1/20 olarak hazirlanan PAA-Cu** ikili
kompleksleri kullanildi. Her bir ¢6zelti igin, olusan MN degerlerini birbirleriyle kargilagtirma
yapabilmek i¢in kontrole oranlandi ve asagidaki sonuglar elde edildi.
e Kontrol (K)=0.03
e ncy/npaa (CuSO,) =1/50 icin;
MN/MNg =0.04/0.03=1.17
e ncy/npaa (CuSO,) =1/20 igin;
MN/MNg = 0.03/0.03 =1.03
e ncy/Mpaa (CuCly) =1/50 i¢in;
MN/MNg = 0.05/0.03 = 1.67

e Ncy/Dpaa (CuCl) =1/20 icin;

MN/MNk = 0.08 / 0.03 =2.63
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53.9- *PAA-Cu*" Ikili Kompleks Varhgmmda 3 Gy Dozda Ismlanms
Kan Orneklerindeki MN Degisimi

Cizelge 5.12 ncy/npaa = 1/50 ve ney/npaa = 1/20 olan PAA-Cu®" ikili kompleksleri varliginda
3 Gy dozda 1ginlanan kan drneklerindeki MN degisim tablosu; * Cpsa = 0.35 mg/ml.

Toplam Sayilan Toplam Hiicre Bagina
Hiicre Mikroniikleus Mikroniikleus
Kontrol 1519 163 0.11
(0.00)
< 1/50 505 64 0.126
£ g
\5 3 1/20 260 ' 49 0.19
=
y 1/50 512 74 0.144
)
\5 B 1/20 256 75 0.292
=
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Her iki tuz igin de ncy/npaa = 1/50 ve ncy/npas = 1/20 olarak hazirlanan PAA-Cu?* ikili
kompleksleri kullanildi. Her bir ¢ozelti i¢in, olusan MN degerlerini birbirleriyle karsilagtirma
yapabilmek igin kontrole oranland: ve asagidaki sonuglar elde edildi.

e Kontrol (K)=0.11

e ncy/Npaa (CuSOy) =1/50 igin;
MN/MNg=0.126/0.11=1.18

e Ncy/Mpas (CuSO,) =1/20 icin;
MN/MNk=0.19/0.11=1.75

o ncy/Npps (CuCly) =1 /50 icin;
MN/MNg =0.144/0.11 =1.27

® Ncu/Npaa (CuCl) =1 /20 icin;

MN/MNg =0.292/0.11 =2.64
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6. SONUCLAR VE TARTISMALAR

6.1- Polielektrolitlerin Kanda MN Olusumuna Etkisi

Aragtirmalarimiz igin anyonik bir polielektrolit (PE) olan poliakrilik asit (PAA), bu polimerin
monomerinin sentetik modeli gibi propiyonik asit ve poliakrilik asidin Cu** iyonu ile

olusturdugu polimer-metal kompleksi segilmistir.

—CHg—/CZH—CH2~C\H—

0=C C=0
\ /
O\ /O
‘LCHg—C!H‘)n CHT(I:HZ CuZ-i.-
COOH COOH 7N\
PAA PPA PAA-Cu**

Dogal kanda PE’ ler varhiginda lenfosit hiicrelere radyasyonun etkisinin in vitro kogullarda
incelenmesi i¢in Mikronikkleus (MN) analiz yontemi kullanildi. Deneylerin yapiminda

asagidaki metodoloji gergeklestirildi:

I- Ismnlanmamig kan Orneklerine farkli konsantrasyonda PE’ ler eklenerek lenfosit
hiicrelerin yapilarindaki bozukluklara bakilda.

II- Cesitli konsantrasyonlardaki kimyasal 6rneklerle muamele edilmis kan farkh
dozlarda isinlanarak lenfosit hiicrelerin yapilarindaki bozukluklar ve hasarlar

incelendi.

Cizelge 5.5’ de propiyonik asit varliginda lenfosit hiicrelerde olugan mikroniikleus (MN)
degerleri verilmistir. Deneylerde elde edilen MN sayisimn (MNppa) kontrolden alinan
sonuglara (MNx) orani, MNpps / MNg = 2.5 — 10 degerleri arasinda ve kan ile muamele
edilen propiyonik asitin konsantrasyonu arttikga degismektedir. Dogal kana propiyonik asit
eklenmesi kontrole kiyaslandiginda ¢ok daha fazla MN olusturmaktadir. Bu sonuglar
propiyonik asitin dogal kan rneklerinde in vitro sartlarda kromozomlarda kirilmalara neden
oldugunu géstermektedir.
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Ancak propiyonik asit yerine sisteme PAA eklenmesi konsantrasyona bagh olarak ¢ok degisik
sonuglarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Cizelge 5.6). PAA varlhiginda MN olusumu
kontrolde olugan MN’ den fazla olmasina ragmen, monomer modelinin etkisinden cok daha

az oldugu gézlenmistir.

Cpaa = 0.25- 0.50 mg / ml konsantrasyonlart aralifinda MNpaa/MNg = 1.5’ dan 4’ e kadar
artmaktadir. Monomerden farkli olarak polimerik yapih 6rnek varhiginda lenfositlerde
yaklagtk 2.5 kat daha az hasar olugmaktadir.

Poliakrilik asit Cu®* iyonlariyla kompleks olusturuldugu durumda ise aym konsantrasyondaki
(Cpaa = 0.35 mg / ml) PAA’ ya gére MN olusumunun daha diigiik oldugu gézlenmektedir
(Cizelge 5.10). Ayrica bakirin miktan arttikga MN’ deki bu azalma devam etmektedir. Alinan
sonuglan polielektrolitlerin hiicre bilesenleri ile etkilesime girme yetenekleri “agisindan

degerlendirebiliriz.

PE-kan kangimumn mitoz iglevleri baglatilmadan 24 saatlik bir zaman aralifinda
bekletilmesini goz oniine alarak polimerik 6rneklerin (PAA ve PAA-Cu?®") once hiicre yiizeyi
ile elektrostatik interpolimer kompleks olusturduklarini, sonra ise endositoz yontemi ile hiicre
igerisine transfer olabilme ihtimalini diisiinebiliriz. Bu tiir gegiglerin endositoz yontemiyle
gergeklestigine dair goriigler ve kaynaklar mevcuﬁm. PAA’ nin kromozomla etkilesime
girebilmesi i¢in polimerin hiicre membranindan gegmesi gerekmektedir. Hiicre i¢ine transfer
olmus gerek PE’ ler gerekse de kiigiik molekiil agurlikli propiyonik asit kromatin partikiilleri
ile etkilesime girerek MN olusumunda Onemli etki gosterebilirler. Fakat, gerceklesen
olaylarin daha iyi anlagilabilmesi i¢in daha fazla deneylerin yapilmasina ihtiyag vardir.

Sekil 6.1 Endositoz yontemi ile hiicre i¢ine transfer olabilme.
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Poliakrilik asit propiyonik asitten farkli olarak biyokomponentlerle kooperatif etkilegsime
girerek interpolimer kompleks olusturma ozelligi gosterebilir. Bazi aragtirmacilar genetik
materyale PAA’ mmn etkisini inceleyerek benzer etkilerin varoldugunu gostermislerdir. Bizim
¢aligmalarimzda ise, bu tiir etkilegimlerin polimerin dogrudan dogal hiicreyle olan etkilesimi
sirasinda gelebilecegi diistiniilmektedir.

Ancak, kiiciik molekiil agirhiga sahip PPA ile biiyiikk molekiil aguhga sahip PAA’ nm
kromatinle etkilesiminde onemli farkliliklar s6z konusu olabilir. PPA, DNA’ da varolan
hidrojen baglarim1 olugturan niikleotidlerle rekabet igerisine girerek etkisini gosterirken, PAA’
nin etkisinin kromozom yapisinda yer alan pozitif (+) yiiklii proteinlerle interpolimer
kompleks olusturdugu diigiiniilebilir.

metafaz kromazomian icine
paketienen DHA

metafaz kromozomy

Sekil 6.2 Kromatin materyali ve DNA molekiilii.
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Sekil 6.3 Bazlarin bir arada tutunmasinmi saglayan H baglart b6lgesinden propiyonik asitin
girebilicegini gdsteren sekil.

Bu tiir etkilesimler kromatin ve/veya DNA yapisinda bir takim degisiklikler olusturmakla
DNA’ min bélimmesi sirasinda MN olarak tammlanan bozuk yapilar meydana getirirler.
Propiyonik asitin dogrudan DNA ile etkilesime girmesi ve ikili sarmal yapisim destabilize ve
kimyasal olarak modifiye etmesi ise bu monomerik asidin PAA’ ya kiyasla ¢ok daha biiyiik

bozukluklar olugmasina neden oldugunu varsayabiliriz.

Polimer-metal kompleksi varligindaki MN sayilarimin serbest PAA’ ya gore daha diigiikk
olmasimt polimer-kromatin etkilesim seviyesinin azalmasiyla anlamak miimkiindiir. S6yle ki,
metal iyonlarin polimerle baglanmasi polimerik zincirleri daha kompakt bir hale
getirmektedir. Bundan dolay1 kompaktlagmig bu partikiiliin serbest PAA’ ya kiyasla, daha az
sayida fonksiyonel gruplarmin kompleks olugumuna katilmasiyla izah edilebilir.
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6.2-  Policlektrolitlerin Varhginda Radyasyonun MN Olusumuna Etkisi

Kan ornekleri cesitli konsantrasyonda PAA ve PAA-Cu®* kompleksleri ile kangtimldiktan
sonra farkli dozlarda iginlama yapilarak MN analizi yapildi ve alinan sonuglar Cizelge 5.7,
5.8,5.11, 5.12° de verilmistir. Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in agagidaki formiil kullanilds.

Fark = [ (Isinlanan kandaki MN sayis1) ~ (Ismlanmamig kandaki MN sayis1) ]

Elde edilen fark degerleri, her bir 6rnek ic¢in kendi kontrolii ile kiyaslanmugtir. Pratikte bu
formiil hiicrelerde MN olusum derecesini gostermektedir. Bu parametre degerleri Cizelge 6.1,
6.2, 6.3, 6.4’ de verildi. Cizelgede verilen degerlerde goriildiigii gibi PAA’ nin radyasyon ile
1sinlamada MN olusumuna etkisi i1ginlanmamug 6rneklerle mukayese edildiginde ¢ok farkl
sonuglar ortaya koymaktadir.

Cizelge 6.1- PAA varhginda 1 Gy dozda iginlanmus ile 1ginlanmamig MN degerleri arasindaki
farklarin gosterildigi fark tablosu; (* Karsilagtirilan deger = 0.03).

Cpaa 1 Gy dozda Ismlanmamg *Fark
(mg/ml) Ismlanmsg
0.25 0.065 0.0012 0.0638
radyosensitif
0.35 0.043 0.0016 0.0414
radyosensitif
0.50 0.028 0.0032 0.0312
etkisiz
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Cizelge 6.2 PAA varhginda 3 Gy dozda 1sinlanmus ile 15imlanmamig MN degerleri arasindaki
farklarin gosterildigi fark tablosu; (** Kargilagtirilan deger = 0.11).

Cpaa 3 Gy dozda Ismlanmamis **Fark
(mg/ml) Ismlanmg
025 0.154 0.0012 0.153
radyosensitif
0.35 0.089 0.0016 0.087
_ radyoprotektif
0.50 0.082 0.0032 0.079
radyoprotektif

‘PAA varliginda 1 ve 3 Gy dozda iginlanmus ile iginlanmamus kan drneklerindeki MN degerleri
arasindaki fark radyasyonun dozuna bagli olarak birbiriyle tiimiiyle zit olan iki sonug
gostermektedir. 1 Gy dozda igmlanmig Orneklerde PAA’ min  0.25 - 035 mg / ml
konsantrasyonlarda radyosensitif (kontrole kiyasla daha fazla MN olugturmakta) &zellik
gosterdigi goriilmektedir. Ancak 0.50 mg / ml Kkonsantrasyonda ise hicbir etki
gostermemektedir. Bu sonuglar i1ginlanmamig normal kandaki sonuglarla benzerlik

tagimaktadar.

Bunlardan farkli olarak PAA’ nin daha yiiksek dozda (3 Gy) 1ginlanmasinda ise, 0.25 mg /ml
konsantrasyonda g¢ok zayif radyosensitif, daha yiiksek konsantrasyonlarda (0.35 - 0.50 mg
/ml) ise radyoprotektif dzellik gdriinmektedir. Yani kontrole kiyasla polimer varliginda 3 Gy
dozda 1ginlamada daha az sayida MN olusmaktadur.
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Cizelge 6.3 PAA-Cu?* ikili kompleksleri varhginda 1 Gy dozda 1ginlanmsg ile iginlanmamig
MN degerleri arasindaki farklarin gosterildigi fark tablosu; (* Karsilagtirilan deger = 0.03).

Ncy/Npaa 1 Gy dozda Isimlanmamg *Fark
Ismlanmg

1/50 CuCl, 0.05 0.0051 0.045
az radyosensitif

1/20 CuCl, 0.08 0.0051 0.075

radyosensitif

1/50 CuSO4 0.04 0.0043 0.036
az radyosensitif

1/20 CuSO, 0.03 0.0039 0.026
radyoprotektif

Cizelge 6.4 PAA-Cu?* ikili kompleksleri varhiginda 3 Gy dozda 1ginlanmas ile 1ginlanmamig

MN degerleri arasindaki farklarin gosterildigi fark tablosu; (** Karsilagtirilan deger = 0.11).

Ncy/Npaa 3 Gy dozda Ismmlanmamig **Fark
Ismlanmg
1/50 CuCl, 0.144 0.0051 0.139
az radyosensitif
1/20 CuCl, 0.292 0.0051 0.287
radyosensitif
1/50 CuSO4 0.126 0.0043 0.122
az radyosensitif
1/20 CuSO, 0.190 0.0039 0.186
radyosensitif
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Cizelge 6.3 ve 6.4 den goriildiigii gibi, PAA’ nin Cu tuzlart ile kompleks olusumu (gerek
CuCl, gerekse de CuSO4 baglanmasi ile) polimerin hiicreleri radyasyonun etkisinden koruma
ozelligini engellemektedir. Aragtirilmis sartlarda bakir varhginda polimer-metal kompleksi
farkli derecede radyosensitif 6zelligiyle karakterize olmaktadir.

Akril asit monomeri sayisina gére bakir miktarinin artmasi yani polimer yumaklarimn daha
kompakt hale gelmesi genelde saf polimere kiyasla radyosensitifligin artisgina neden
olmaktadir.

Isinlanmamig ve 1sinlanmig deneylerde iki farkhh yontem uygulandi. Birincisinde,
ismlanmamig Srneklerde PE ¢ozeltilerinin kan ile muamelesi 24 saat siirerken, ikincisinde
isinlanmmg Orneklerde 1 saattir. Bu, kan ile muamele zaman farkim goz Oniine alarak
ismlanmis ve 1ginlanmamig Srneklerden alinmug sonuglarin degerlendirilmesinde iki farkh

mekanizmanin oldugunu varsayabiliriz.

24 saatlik muamele sirasinda PE makromolekiilleri hiicre yiizeyi ile etkilesime girmektedir.
Daha sonra endositoz yontemi ile hiicre igine transfer olarak hiicre igindeki kromatin

materyali ile kompleks olusturmakta ve bu yontemle MN olugumuna etki géstermektedir.

PE’ lerle kamin 1 saatlik muamelesinde ise, PE makromolekiilleri hiicre yiizeyi ile
interpolimer kompleks olusturarak hiicre yiizeyine baglanir. Ancak hiicre i¢ine girebilmesi
igin yeterli zaman olmadifindan bu gekilde radyasyon 1sinlarina maruz kalmakta olduklarm

varsayabiliriz.

Sekil 6.4 Okaryotik Hiicre.
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Suyun ilkel radyoliz {iriinleri H', OH radikalleri ve (¢) elektrondur.
H0 - H* + OH +e + H; + 0,

Kiigiik molekiillii organik radyoprotektorlerin Grnegin merkaptoetilamin, pentametilen
diguanidin, bisguanido etil disiilfid ve benzerlerinin protektif etki mekanizmas: hakkinda
farkl1 hipotezler ileri siiriilmiigtiir. Bu hipotezlerden birisi ortamda olusan serbest radikallerin
radyoprotektorler (tutucular) ile gergeklestirildiginin varsayilmasidir. Burada hidroksil
radikallerinin rolii 6ne ¢ikarilmaktadir. Diger bir mekanizma, H atomunun transferidir. Bu
mekanizmanin reaksiyonu agagidaki gibidir.

RH — R +H (H atomu kayb1)

R + RS — RH + R’SH (H atomu transferi)

En yaygmn hipotez ise karigik disiilfid hipotezidir. Bu hipoteze gore radyoprotektérlerin sistein
sistamin gruplanmin doku bilesenlerinin SH ve SS gruplan ile reaksiyona girerek karigik
distilfitler olusturdugu varsayilmaktadir. Olugan bu kangik distilfitler suyun radyolizinden
ortaya ¢ikan radikallerle ve ¢ ile reaksiyona girerek biyomolekiillerin yapisim yeniden tamir

etmesi demektir.

@ (b)

Sekil 6.5 Radyasyonun indirekt (a) ve direkt (b) etkisi sonucu karigik disiilfid yapilarm
radikallerle reaksiyona girmesi. (Copeland, 1978).
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Bir bagka hipotez de eksojen siilfidril radyoprotektif bilegenler hiicreyle reaksiyona girerek
glutatyon ve dier protein olmayan siilfidrilleri dogal kangik disiilfid yapilaniyla yer
degistirme reaksiyonuna girerler ve sonug olarak bunlar radikalleri tutabilirler.

Bunlarin diginda bagka bir mekanizma radyoliz sirasinda olusan siiperoksit anyonunun
indirgenmesi ve normal oksijene ¢evrilme reaksiyonudur. Bu fikirler siiperoksit dismutaz
enziminin radyoprotektdr dzelligi tapdiginin gosterilmesinden sonra ortaya konmustur. Bu tiir
kimyasal mekanizmalarin yam swa diger biyokimyasal fizyolojik reaksiyonlar da
(Hipotermia, hipoksia, biyokimyasal gok, vb.) vardir. (Copeland, 1978).

Literattirde polimerik yapili radyoprotektorlerin ¢aligma mekanizmasi hakkinda aynntil bilgi
bulunmaktadir. Yukarida siralanan kiigiik molekiil agirlikli radyoprotektdrler igin farklh
mekanizmalar1 goz Oniine alarak elde edilen sonuglarin izalhimin asagidaki hipotezle

gerceklestigini varsayabiliriz.

PAA kan ile kanstirnldiginda hiicre membran yiizeyleri ile elektrostatik etkilesimle ve
hidrojen baglar1 olusturarak interpolimer kompleks meydana getirebilir. Hiicre yiizeyine
adsorbe olmus polimer zinciri, hiicre bilesenleri ile 6zellikle membranda varolan proteinlerle
veya hiicre membramna baglanmig polisakkaritlerle yakim bir ¢evrede bulunurlar. Radyasyon
enerjisi ile hiicre bilesenlerindeki radikal olusumu polimerin yapisindaki karboksil gruplarinin
devreye girmesiyle tamir edilme imkam igerirler (Hidrojen transferi, hidroksil ve diger
radikallerin tutulmasi vb.). Ornek olarak, proteinden hidrojen radikali ayrildiktan sonra olusan
protein radikalinin polimerden gelen H radikali ile rekombinasyon reaksiyonuna girmesi
verilebilir. Bu kimyasal olaylarin verimi polimer konsantrasyonu ve 1smnlama dozu arttikca
arti gostermektedir. Bunlar deneylerden aldifimiz sonuglarla bagdagmaktadir. (Cizelge 6.1,
6.2)

Sekil 6.6 Jematik olarak hiicre yiizeyine polimer adhezyonu.
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