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GIRiS

Radyasyon, daima dogada var olan ve birlikte yasadigimiz bir olgudur.
Radyoaktiflik, 1895 yilinda Wilhelm Rontgen'in X-1sinlarim1 bulmasindan sonra, 1896
yilinda Henry Becquerelin Uranyumun gozle goriilmeyen 1smlar yaydigini
belirlemesiyle kesfedilmistir. Bu buluslarin ardindan Marie ve Pierre Curie tarafindan
baska radyoaktif elementler bulunarak izole edilmistir. Radyoaktif maddeler tarafindan

yayilan 1sinlarin 6zellikleri ise, Ernest Rutherfort tarafindan aydinlatilmistir (1,2).

Atom cekirdeklerinin, parcalanmaya ve niikleer bozunmaya kars1 dayaniklilig
cekirdek kararliligi olarak tanimlanir. Radyoaktif cekirdekler, kararli bir ndtron/proton
oranina ulasincaya kadar radyoaktif ¢ekirdek bozunmasi olarak adlandirilan bir siirecle

"radyasyon" yayarlar (1).

Baslica radyasyon tiirleri; iyonlastirici radyasyon ve iyonlastirici olmayan

radyasyon olmak iizere iki grupta toplanabilir.

Iyonlastiric1 radyasyon; madde icerisinden gegerken enerjisini ortama aktarmak
suretiyle, ortamdaki atomlar1 dogrudan veya dolayli yollarla iyonlastiran radyasyon

tiirtidiir (3).

Iyonize radyasyonun enerjisinin absorbsiyonu direkt ve indirekt etki ile
molekiillerde hasar olusturur. Direkt etkide hasar, biyolojik sistemlerdeki anahtar
molekiillerin atomlarinin iyonizasyonu sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu durum,
molekiiliin inaktivasyonuna veya fonksiyonel degisikligine neden olur. Radyasyonun
indirekt etkisi atoma enerji transferi sonucu, serbest radikaller olusturarak molekiiliin

parcalanmasini kapsar (4).



Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede
mutasyona ve Oliime yol acarlar. Hidroksil radikali, deoksiriboz ve bazlarla kolayca
reaksiyona girer ve degisikliklere sebep olur. Aktive olmus nétrofillerden kaynaklanan
H;0; membranlardan kolayca hiicre c¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre
disfonksiyonuna ve hatta hiicre Olimiine yol acabilir. Bu yiizden DNA serbest
radikallerden kolay zarar gorebilen Onemli bir hedeftir (5). Hasarlanmis DNA

lezyonlari, transkripsiyonu ve protein sentezini bozabilmektedir (6).

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa omiirlii,

kararsiz, molekiil agirligi diisiik ve cok etkin molekiiller olarak tanimlanir (7).

Atomlarda elektronlar orbital adi verilen uzaysal bolgelerde ciftler halinde
bulunurlar. Atomlar arasinda etkilesim ile baglar meydana gelmekte ve molekiiler yap1
olugmaktadir. Serbest radikal, atomik ya da molekiiler yapilarda ciftlenmemis tek
elektron bolumlerine verilen isimdir. Baska molekiiller ile cok kolayca elektron
aligverisine giren bu molekiillere oksidan molekiiller veya serbest radikaller de

denilmektedir (8).

Serbest bir radikal, radikal olmayan bir molekiilden;

a) Elektron alarak: X— X " +¢

b) Elektron vererek: X+e — X

c) Kovalent bagin homolitik parcalanmasiyla: X - Y— X' + Y
veya bir hidrojen atomunun cikarilmasiyla: CHs + Cl © — CHj3 * + HCl  olusabilir
(9,10).

Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan serbest
radikallerdir. Serbest radikal biyokimyasinda anahtar rolii oynayan maddeler oksijenin
kendisi, siiperoksit radikali, hidrojen peroksit, gecis metallerinin iyonlar1 ve hidroksil

radikalidir (11).

Viicutta dogal metabolik yollarla serbest radikaller olusur, ancak radikal

temizleyen antioksidan sistemlerle, olusan serbest radikaller ortadan kaldirildigindan,



herhangi bir toksisite ortaya ¢ikmaz. Ancak bu isleyisin radikaller lehine bozuldugu
durumlarda bir dizi patolojik olay ortaya ¢ikar (12).

Organizmada serbest radikal olusturan olaylarin baslicalari, mitokondriyal
elektron transportu, heksoz monofosfat yolu, ksenobiyotiklerin metabolizmasi, dogal
uyaranla fagositik hiicrelerin aktivasyonu, biyosentetik ve biyokimyasal yikim
reaksiyonlaridir (13). Eksojen kaynaklar ise antineoplastik ajanlar, aligkanlik yapan
maddeler, hava kirliligi yapan fotokimyasal maddeler, ilaclar, stres ve radyasyon (X-

ray, gamma radyasyon, pargacik radyasyonu) dur (11).

Serbest radikallerin olugmasi ile prooksidan/ antioksidan dengenin prooksidanlar
lehine kaymasi sonucunda gelisen oksidatif stres, cesitli mekanizmalar ile

biyomolekiillere hasar vermektedirler (13,15).

Oksidatif stres DNA, protein ve lipitler gibi 6nemli biyomolekiillere hasar
vererek yapisal ve fonksiyonel modifikasyonlara sebep olmaktadir. Bu yiizden reaktif
oksijen tiirlerinin olusturdugu oksidatif stresin, ila¢ ve toksinle olusan reaksiyonlar,
kursun zehirlenmesi, aminoglikozid nefrotoksisitesi, agir metal nefrotoksisitesi,
karbontetra kloriire bagh karaciger hasari, glomerulonefritis, hepatitis B, iskemi ve
reperfiizyon, Vit. E eksikligi, amfizem, hiperoksi, bronkopulmoner displazi,
arteroskleroz, pankreatitis, romatoid artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit,
norodejeneratif prosesler, yaglanma ve kanser gibi bir¢cok hastaligin etiyopatolojisinde

etkili oldugu diisiiniilmektedir (16,17).

Organizma oksidatif stresi onlemek icin antioksidan savunma sistemlerine
sahiptir. Bunlar, endojen enzimler (katalaz, glutatyon peroksidaz, stiperoksit dismutaz),
kiiciik endojen molekiiller (glutatyon, iirat, koenzim Q...vs.) ve cogu vitamin yapisinda
olan ekzojen molekiillerdir (karotenoidler 6zellikle de B-karoten, vitamin C, vitamin E,

selenyum...vs.) (16).

Reaktif oksijen tiirleri, hiicrenin antioksidan sisteminin yetersiz kaldig1 durumda

lipid peroksidasyonuna ve mutagenez, karsinogenez ve hiicre 6liimiine neden olan DNA



hasarim1 baslatabilir (18). Serbest radikallerin yaptifi uzun siireli zararlar bir¢ok

dejeneratif hastaliga neden olur (16).

Oksidatif stres, santral sinir sistemini etkileyen bazi olaylarin patogenezi ile ilgili
onemli bir durumdur. Bunlara 6rnek olarak, norodejeneratif bozukluklar, epileptik
felcler, demiyelinasyon (MS) ve deliligi verebiliriz. Santral sinir sistemi, oksijen
tikketiminin fazla olmasi, yiiksek demir iyonu ve PUFA icerikli lipidleri ihtiva etmesi ve
diisilk antioksidan savunma aktivitesinin olmasindan dolay1 oksidatif strese karsi

oldukca hassastir (17,19).

Lipid peroksidasyonunun beyinde sinir yapilarina ve fonksiyonlarina Na/K
ATPaz aktivitesini azaltarak zarar verebildigi uzun zamandan beri bilinmektedir.

Membranin permeabilitesini arttirarak iyonlarin 6zellikle Ca*”

(20).

un gecisini kolaylagtirir

Lipid hidroperoksitler dogrudan DNA zincirini kirabilir ve DNA’da oksidasyona
sebep olabilir (21). Okzoaldehitler, DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve
aralarinda ¢apraz baglar olusturabilme 6zelliklerinden dolay1 antimitotik etki gosterirler.

Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda rol oynarlar (22).

Kabul gérmiis yaslanma teorilerinden biri serbest radikal teorisidir. Bu teoriye
gore, mitokondri metabolizmasinin {irettigi serbest radikaller hiicrenin Oliimiine ve
anormal fonksiyonuna sebep olabilir (23). Radyasyonla sudan hidroksil radikallerinin
olustugu bilinmektedir. 1954 yilinda canli ortamlarda da bu radikaller saptanmistir.
Insan biinyesindeki radikalleri ilk arastiranlardan Denham Harman, oksijen
radikallerinin enzimatik redoks kimyasimnin bir yan iirlinii oldugunu bildirmistir.
Ozellikle eser miktarda demir ve diger metal iyonlarmin canli biinyedeki oksidatif
tepkimeleri katalizledigini savunarak, 1956 yilinda "Yaslanmanin serbest radikal

teorisi" ni tanimlamistir (24).

Yaslanma siiresince beyin fonksiyonlarindaki degisimlerin mekanizmasi heniiz

timiiyle aydinlatilmamistir. Serbest radikallerin yaslanma prosesinde rol oynadigi



bilinmektedir. Ciinkii beyin en ¢ok oksijen tiiketen aerobik organlardan biridir ve

yiiksek oranda radikallerle reaksiyona girebilecek yag asidi igermektedir (25, 6).

Radyasyon maruziyetinin canlilarda genetik mutasyonlara, oksidatif hasar
yoluyla lipid ve proteinler iizerinde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olarak
kanser ve yashiligin etyopatogenezinde rol oynadigi, bu durumun yiiksek oksijen

konsantrasyonlarinda daha dramatik oldugu 6ne siiriilmektedir.

Bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmakta olan yontemler beraberinde ilave
sorunlara da neden olabilmektedir. Giiniimiizde kanser tedavisinde kullanilan
kemoterapi ve radyoterapi yontemleri dogalar1 geregi kanser hiicreleriyle birlikte

saglikli hiicre ve dokulara da 6nemli 6l¢iide zarar verebilmektedir.

Radyoterapide kullanilan iyonize 1sinlar organizmada doza ve 1sinlama siiresine
bagh olarak birtakim hasarlar olusturur. Bu hasarlarin en 6nemlisi maruz kalinan
radyasyon etkisi ile olusan oksidatif stres ve neden oldugu oksidatif hasarlardir. Ote
yandan bir takim ilave yontemlerle kullanilan ana yontemin zararli yan etkileri de en

aza indirilmeye ¢alisilmaktadir (2).

Bu calismanin amaci, kanser tedavisinde yaygin bir sekilde kullanilan
radyoterapinin ratlarin beyin dokusunda olusturdugu muhtemel oksidatif hasarin
diizeyini belirlemek, yaslanma ile bu hasarlarin ne 6lciide degistigini, organizmanin
antioksidan yanitint  ve bu etkilerin farkli yas gruplarindaki degisimini

degerlendirmektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest radikaller oksijen kaynakh

radikallerdir.

Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri ve formiilleri

Reaktif oksijen tiirleri
Siiperoksit radikali Oy
Hidroksil radikali -OH
Peroksil radikali ROO-
Hidrojen peroksid H,0O,
Singlet oksijen '0,
Nitrik oksit NO-:
Peroksinitrit ONOO-
Hipoklorik asit HOCI

Oksijen toksik bir maddedir. Oksijenin zararli etkilerini bakteri, protozaa,

mantar, insan lenfositleri ve tiim hayvanlarda gérmek miimkiindiir (11, 26).

Oksijenin  elektronik  konfigiirasyonunda iki elektronun eslesmedigi
goriilmektedir. Bu yiizden oksijen bazen bir “diradikal” olarak da degerlendirilir.
Oksijenin bu 6zelligi onun diger serbest radikallerle kolayca reaksiyona girmesini
saglar. Radikal olmayan maddelerle ise daha yavas reaksiyona girer. Oksijen en son

suya indirgenir (11).
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2.1.1. Siiperoksit Radikali (O ")

Stiperoksit radikali (Oy °), temel durumdaki oksijen molekiiliiniin bir elektron
alarak indirgenmesi sonucu olusur. En Onemli kaynagi mitokondri ve endoplazmik
retikulumdaki elektron transport zincir reaksiyonudur (29). Siiperoksit radikalinin yar1

omrii *OH radikalinden daha uzundur ve molekiillerle daha uzun siire etkilesir.

O, ~ radikali tarafindan baslatilan reaksiyonlar OH' ve peroksil radikallerini
olusturabilir. Asidik bir ortamda bu siiperoksit radikalleri hidrojen peroksit’i

olustururlar.

Oy + Oy~ +2H" — H,O, + O,

Stiperoksit radikali, fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit ile reaksiyona
girerek reaktif oksijen tiirevi olan peroksinitriti meydana getirir. Bu tiirevin dogrudan
proteinlere zararh etkileri oldugu gibi ayrica bazi nitrat tiirevi ve hidroksil radikali gibi

toksik iirtinlere de doniisebilir (30).

O,y + NO"— ONOO ™~

Notral ve alkali ortamlarda siiperoksit dismutasyonu Siiperoksit Dismutaz

(SOD) enzimi ile katalizlenir (31).
Oy + Oy~ +2H" — H,O, + O,
Stiperoksit radikali tiim aerobik hiicrelerde olusur. Serbest radikallerin ana
biyolojik olusum yolagi mitokondri membranindaki elektron transferidir. Elektronlarin
mitokondrial elektron transport zincirinden kacip molekiiler oksijenle direkt olarak

reaksiyona girmesi siiperoksit radikalini olusturur (11,32).

O, +e¢ — Oy



Mitokondrideki enerji metabolizmas1 sirasinda oksijen kullanilirken, tiiketilen
oksijenin %1-5 kadar siiperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron

kacaginin olmasidir (33).

Stiperoksit radikalleri, ksantin oksidaz enzimi gibi sitoplazmik kaynaklarla da
iretilebilir. Ksantin oksidaz, irik asit ve O, ~ radikali iireterek oksijenle hipoksantinin

reaksiyonunu katalizler (34).

Notrofiller fagositoz esnasinda, membran ve sitoplazmalarinda bulundurduklar
NADPH oksidaz ve myeloperoksidaz enzimleri ile hem serbest oksijen radikalleri hem
de asint okside edici HOCI gibi ajanlan iireterek karsilastiklari viriis, bakteri, mantar
gibi ajan patojenleri yok ederler. Solunum patlamasi ad1 verilen bu islemler esnasinda
hem ana hem de ara iiriin olarak cok fazla ROT olusur. Antibakteriyel etki i¢in gerekli

olan bu radikal yapimi, daha reaktif tiirlerin olusumunu da baglatir (35).

Basta cesitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak tizere, bircok enzimin katalitik
etkisi sirasinda siiperoksit radikali iiriin olarak olusabilir. Bunlara 6rnek olarak aldehit
oksidaz, flavin dehidrogenaz, siklooksijenaz, NADPH oksidaz ve sitokrom P450

oksidaz sistemlerini verebiliriz.

Bunlarin  disinda ayrica bazi  kiigiik  molekiillerin  otooksidasyonu
(katekolaminler, flavinler ve hidrokinonlar) ve mikrozomal elektronlar ve c¢ekirdek

membrani i¢in tasiyici sistemler siiperoksit olusumuna katkida bulunurlar (36).



2.1.2. Hidrojen Peroksit (H>O»)

Molekiiler oksijenin, iki elektron almasi veya siiperoksidin bir elektron almasi
sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen atomu ile birleserek hidrojen
peroksit (H,O,) meydana getirir. H,O,, membranlardan kolayca gecebilen, uzun 6miirlii

bir oksidandir.

Oy + e + 2H" — H,0,

02 + 2e + 2H+ e H202

Biyolojik sistemlerde H,O;’in asil iiretimi siiperoksit’in dismutasyonu ile olur.

ki Oy~ molekiilii iki proton alarak H,O, ve molekiiler oksijeni olustururlar.
20,7 + 2H" — H,O, + O,

Dismutasyon reaksiyonu ya kendiliginden ya da SOD enzimi tarafindan
katalizlenir. Hidrojen peroksit 6zellikle proteinlerdeki hem grubunda bulunan demir ile
tepkimeye girerek yiiksek oksidasyon diizeyine sahip reaktif demir formlarini olusturur.
Bu formdaki demir ¢ok gii¢clii oksitleyici 6zelliklere sahip olup, hiicre zarlarinda lipid

peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baslatabilir (11, 37).

H,0, bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine girer. Ciinkii
stiperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan
hidroksil radikalini olusturmak iizere kolaylikla yikilabilir. Bu reaksiyona Haber-Weiss

reaksiyonu ad1 verilir (38).

H202 + 02'_—) 02 + -OH + OH"

Yiiz yil kadar 6nce ise Henry Fenton, hidrojen peroksitin ferrdz demir (Fe™) ile
bazi organik bilesenleri okside edebildigini bulmustur. Demirle katalizlenen bu ikinci

mekanizma daha hizlidir.

H,0, +Fe** — -OH+OH + Fe**
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Bu reaksiyonda 6nce ferri demir (Fe™) siperoksit tarafindan ferro demire ( Fe®")

indirgenir.
- 3+ 2+
02' +Fem — 02 + Fe

Sonra bu ferro demir kullanilarak “Fenton reaksiyonu” ile hidrojen peroksitten

-OH ve OH iiretilir (39, 40).

2.1.3. Hidroksil Radikali C(OH)

Biyolojik ve kimyasal sistemlerde iiretilen hidroksil radikali (OH) canlilarda iki
mekanizma ile olusabilir. Birincisi suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyonun
etkisi sonucu, ikincisi hidrojen peroksidin gecis metallerinin varliginda indirgenmesiyle

(Fenton reaksiyonu) meydana gelir (11).

1. H-O-H — H + OH

2. Hy0, +Fe** — -OH+OH + Fe**

Hidroksil radikali tiim biyomolekiillerle reaksiyona girebilen cok reaktif bir
radikaldir. En c¢ok bilinen hasar1 lipid peroksidasyonudur. ‘OH radikali
biyomembranlardaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin metilen grubundan bir hidrojen

atomu kopmasina ve lipid peroksidasyonunun baslamasina neden olur (41,37).

2.1.4. Singlet Oksijen ('0,)

Singlet oksijen ('0,), radikal olmayan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Oksijenin
elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spinine ters yondeki spinle ayn1 orbitalde ya
da bagka bir orbitalde lokalize olmasiyla olusur. Singlet oksijen kimyasal, enzimatik ve

fotokimyasal yollarla iiretilebilir (42).
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Sekil 3: Singlet oksijenin molekiiler orbital semasi (42)

Singlet oksijenin delta ve sigma olmak iizere iki sekli vardir. Delta formu zit
spinli elektronlarin ayni orbitalde bulundugu, sigma formu ise ayr1 ayr1 orbitallerde

bulundugu sekildir. Her iki formun reaktivitesi ¢ok yiiksektir.

Singlet oksijen aldig1 enerjiyi cevreye dalga enerjisi seklinde verip oksijene geri

donebildiginden, olusumu kemiliiminesans 6l¢iimii ile izlenebilir (33).

Fotosensitizasyon reaksiyonu ile klorofil, retinal, flavin ve porfirin gibi biyolojik

pigmentler yogun bir sekilde 1s13a maruz kaldiklarinda singlet oksijen iiretebilir (28).

2.1.5. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO), gaz yapisinda ve radikal 6zelliginde bir molekiildiir. Cok kisa
yarilanma Omriine sahiptir. Nitrik oksit, lipofilik oldugundan dolayr membranlari
kolayca gecebilme 6zelligi vardir (43). Ayrica NO, immunomodiilator, vazodilator ve
norotransmiter bir molekiildiir (44). Organizmada peroksit anyonu ve hidroksil radikali
gibi cok etkin radikallerin iiretilmesine neden olur. Bu radikaller dokulara zarar
verebilir, kalpte kontraktil fonksiyonu bozabilir, ¢esitli iyon pompalarim etkisiz kilarak
iletim bozukluklarina yol agabilir. Ote yandan NO’in dogrudan dogruya mitokondriyal

solunum zincirini inhibe ettigi bilinmektedir (43).
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Nitrik oksit, endotel hiicreleri, notrofiller, aktive olmus makrofajlar ve diger
hiicre tiplerinin uyarilmasiyla L-arjininden iiretilir (45). Nitrik oksit sentaz enziminin
katalizledigi bir dizi reaksiyon sonucunda L-arjinin, oksijen varliginda L-sitrullin ve
NO’ya doniisiir (sekil 4). Bu reaksiyon i¢in ortamda oksijenin yami sira Nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (NADPH), Flavin adenin diniikleotid (FAD) gibi bazi
kofaktorlerin de bulunmasi gerekir (46).

Nitrik oksit sentezleyen enzimin 3 izoformu vardir. Bu izoenzimler endotelyal
NOS (eNOS), noral NOS (nNOS), indiiklenebilen NOS (iNOS) tur. nNOS ve eNOS
stirekli, ancak az miktarda ve kalsiyuma bagimli olarak salinir. Solunum yolu epitelinde
ve ¢esitli diger hiicrelerde NOS II ya da iNOS bulunur, kalsiyuma bagh degildir. Ozgiil

sitokinlerin indiiklemesi sonrasinda fazla miktarda salgilanir (47,48).

Recell e
Depolarimsyon En'-d:hlm 5 Glukekertikoseraidler
PERIFERIK SINIR EMNDOTEL HUCRESD EFITEL HOCRESI Sitokinler
FADVEMIVEH FATVFMDVEH ik
* 3 FADVFMMBH;
Gromi D, o=
Cah =—Kakiyum Caf =—Kalziyam LI
MADPH MNADP+
“‘“—._‘___._,—-'"'-
L-arginine OKSIT
/ Oz
L-arginine Hz0 L-citrulline
oglan __1
GTP. Guanil
Sikdaz
DUZ KAS HUCREST \
!
Rebh=syon

Sekil 4: Nitrik oksit kaynaklar1 ve olusumu (46)

Nitrik oksit sentezlendikten sonra hizla hedef dokulara yayilarak hiicre iginde
guanilat siklaz enzimini aktive ederek siklik guanozin monofosfat (cGMP) miktarini

arttirir ve bu durum, diiz kaslarda gevsemeyle sonuglanir (43).
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Nitrik oksit ¢cok kisa yarilanma Omriine sahip oldugundan hizli okside olarak
nitrit (NO,) ve nitrata (NOs3) doniisiir. Insan viicudunda NO, hemoglobine

baglandiginda inaktive olur (45).

2.1.6. Hipokloroz Asit (HOCI)

Solunum patlamas1 sirasinda olusan siiperoksit molekiillerinden, spontan
dismutasyon reaksiyonu sonucu hidrojen peroksit (H,O,) olusur. Notrofil 16kositlerin
primer graniillerinden degraniilasyon ile fagozom igine birakilan myeloperoksidaz
(MPO) enzimi, H,O, ve Cl kullanarak hipoklordz asit (HOCI) olusturur. HOCI,
Iokositlerde iiretilen ve mikrobisid etkiye sahip en 6nemli oksidandir (35,49). HOCI,
notrofil sitoplazmasinda en ¢ok bulunan serbest amino asit olan taurinle reaksiyona
girerek HOCI’den daha az reaktif ve daha az toksik olan uzun 6miirlii bir bilesik olan
taurin monokloramini olugturur. Taurin monokloramin nétrofillerde iiretilen ¢ok sayida

proinflamatuar bilesigin miktarini azaltir (50).

H,O0, + CI' - HOCI + OH

2.2. Serbest Radikallerin Biyomolekiillere Etkisi
2.2.1. Lipidler Uzerine Etkileri

Lipidler genellikle ya memran lipidleri ve adipositlerde triasilgliserol
damlaciklar1 olarak bulunurlar yada lipoprotein partikiilleri olarak proteinlerle birlikte
plazmada tasinirlar. Biyolojik membranlarin yapisimi olusturarak yapimin biitiinligiinii

korurlar (51).

Lipid peroksidasyonu, serbest radikal kaynakli doku hasarmin en Onemli
sonuclarindan biridir. Cogunlukla membran fosfolipidlerinde olusan yag acil gruplarinin
peroksidasyonu ii¢ fazdan olusur: Baslangic, Ilerleme ve Sonlanma basamaklaridir

(52,53).
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Lipid peroksidasyonunun iki yaygin sonucu vardir. Birincisi membranlarin
yapisal hasari, ikincisi ise sekonder {iriinlerin olugmasidir. Membran hasari,
endosiklizasyon, lipid-protein ¢capraz baglari, lipid-lipid capraz baglar1 ve fragmente yag

acil zincirlerinin olusumu sonucu meydana gelir.

Lipid peroksidasyonunun ikincil iirlinleri malondialdehit (MDA), akrolein, 4-
hidroksi-2-hekzenal (HHE) ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) gibi kimyasal olarak reaktif
aldehitlerdir (52).

SIS
H-C-C-C-C-C-C=C-C-C=C-C-C-C-C-C-C-C-CO0H

O I A T I

HHHHH HH HHHHHHHH

oo oo oo
—C:C—(IZ— —C:[:,—[Ij— —C:C—(IZ—
H H H 0 H
:l:.]:
. peroxyl
:0:H =H= radical
hydroxyl HOH :0:
radical OHYygen

Sekil 5: Peroksil radikalinin olusumu (54)

Lipid peroksidasyonu, poliansatiire yag asitlerinin zincirleme bir radikal

reaksiyonudur ve ii¢ asamada olur:

1) Baslatma: Hidroksil radikali, bir yag asidinin metilen kismindan bir hidrojen

atomu kopararak bir lipid radikali olusturur.
HO + LH —- H,O + L

Bu reaksiyon hem membran lipidleri hem besinsel yaglar i¢in gegerlidir. Buna

gore, gidalari korunmasi i¢in iyonizan radyasyonun kullanilmasi sakincalidir.
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2) Ilerleme: Zincirleme reaksiyon, olusan lipid radikaline O, ilavesi ile devam

eder ve lipid peroksil radikali (LOO") ile lipid peroksit (LOOH) olusur.
L+ O, - LOO
LOO + LH —» LOOH + L

3) Sonlanma: Tek elektron tizerinden yeniden yapilanma lipidin parcalanmasi ile
sonuclanir (55,28). Burada olusan iiriinlerden birisi, malondialdehit (MDA), ¢6ziiniirdiir
ve kan ile idrarda saptanabilir. Ug ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonunda meydana gelir. Olusan MDA, hiicre membranlarindan iyon
aligverisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz baglanmasina yol acar ve iyon
gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin de@isimi gibi olumsuz sonuclara neden olur.
MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar ile reaksiyona girebilir ve bundan
dolayr mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik ve karsinojeniktir. Olusan diger

iiriinler ise, 4-hidroksinonenal, 4-hidroksi-2,3-transnonenaldir (56,57).

Zincir reaksiyonu, zincir kirict antioksidanlar (vitamin E vs.) tarafindan
sonlandirilabilir (58).
LOO + L' + 2H" — LOOH + LH
L + VitE— LH + VitE

VitE + L' — LH + VitE

2.2.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Reaktif tiirevler tarafindan proteinlerin oksidatif modifikasyonu, bir dizi
bozukluk ve hastaligin etiyolojisi ile ilerlemesinde rol oynar (59,37). Bu hastaliklar
arasinda baglicalart; Alzheimer, amiyotrofik lateral skleroz, katarakt olusumu, kronik
bobrek yetmezligi, kistik fibrozis, diyabet, iskemi ve reperfiizyon hasari, Parkinson,

romatoid artrit ve sepsis olarak sayilabilir (60).
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Proteinlerde yapisal degisiklige yol agan baslica molekiiler mekanizmalar
protein karbonil (PCO) tiirevlerinin olusumu ile karakterize edilen metal iyon katalizli
protein oksidasyonu, protein tiyol gruplariin kaybi, nitrotirozin (NT), radyasyon aracilt
oksidasyon ve ileri protein oksidasyon iiriinlerinin (AOPP) olusumu olarak siralanabilir

(61).

Protein oksidasyonu esas olarak hidroksil radikali (OH) ile baslar. Diger taraftan
oksidasyon siirecinde oksijen (O) ile birlikte, siiperoksit anyon radikali (O;) ve
hidroperoksil (HO, °) radikali de rol oynar. Bu reaktif oksijen tiirevleri amino asitlerin
yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarimin olusumuna ve peptit

omurgasinin oksidasyonu ile protein fragmentasyonuna neden olur (62,63).

Reaktif oksijen tiirevlerinin proteinlerle etkilesimi sonucunda histidin, prolin,
arjinin ve lizin gibi ¢ok sayida mevcut amino asitlerde ve/veya peptit omurgasinda
meydana gelen oksidatif hasar sonucunda protein karbonil iiriinleri meydana gelir. PCO
diizeylerinin saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede genel olarak kabul gérmiis
bir yontemdir (59,60,63). PCO olusumuna yol acan sekonder modifikasyon
reaksiyonlart; proteinlerin karbonhidrat ve lipit oksidasyon iiriinleri ile reaksiyonlarini

icermektedir (62,63).

2.2.3. Niikleik Asitler Uzerine Etkileri

Oksidatif kosullara maruz kalan DNA molekiilleri hasara ugrar. Genomik
DNA’nin biitiinliigii, farkli DNA hasarlarina neden olan ultraviyole, X-isinlari,
kimyasal bilesikler gibi cevresel ajanlar ile siirekli tehtid altindadir. Hiicresel
metabolizmanin yan driinii olarak iiretilen serbest radikaller gibi endojen ajanlar da
DNA hasarina neden olmaktadir (64). Hiicre tiim bu DNA hasarlarina farkli metabolik
yollar ile cevap verir. Canli organizmalar genetik materyalin biitiinliigiinii korumak igin
niikleotid eksizyon tamiri (NER) ve baz eksizyon tamiri (BER) gibi ¢esitli DNA tamir
mekanizmalarina sahiptir (sekil 6). DNA hasar1 ve onarimi arasindaki denge nedeniyle,

cok diisiik diizeylerde hasar saglikli bireylerde de saptanmaktadir (65,64).
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Agir DNA hasarlart hiicrenin apoptozis yolunu aktive ederek hiicreyi oliime
gotiiriir. DNA hasari replikasyon sirasinda tamir edilemezse mutasyona ve sonug olarak
genomik kararsizliga neden olur. DNA’da gerceklesen genomik kararsizlik, hem

kanserin hem de yaglanmanin 6nemli nedenlerindendir (66).

X-iginlan UV s X-igmlan
Okaijen radikallan Replikasyon Polisikdik aromatik Arvti-tiim or
Alkilleyici ajanlar hatalan hidrokarbonlar ajanlanCis-Pt)

—_ Zingirl
BN“EI ik t:.:lt:. A-G Yanlig eglenme (6-4) PP S whenl
Tok l?nucg-it Karigy T-C Yanhy eglenme CPD Gift zincir bag
¥anhg Eglenma Rekombinasyon
Tamiri Tamiri

Sekil 6: DNA’da hasar olusturan ajanlar ve tamir mekanizmalari (64)

Oksidatif hasara bagli olarak DNA’da, tek ve cift dal kiriklari, abazik alanlar,
baz modifikasyonlar1 (baz katilimi, bazlarda yeniden diizenlenme), seker hasari

meydana gelebilir veya DNA ile protein arasinda ¢apraz baglanma olabilir (67).

DNA’da olusan oksidatif hasar, mutasyonlarin, kanserin ve yaslanmanin
gostergesidir (68,69). 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine, reaktif oksijen tiirlerinin, DNA’da
yaptig1 oksidatif baz hasar iirtinlerinden biridir. Modifiye bir baz olan 8-hidroksi-2'-
deoxyguanosine, guanin’in 8. karbon atomuna hidroksil radikali ataklar1 sonucu olusur
ve oksidatif DNA hasarinin gostergesidir. GC=AT doniisiimiine neden olup
premutajenik Ozellik gostererek mutasyonlara ve kanser gelisimine sebep olabilir (68,

70).
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2.2.4. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Basit monosakkaritler fizyolojik kosullarda hizli bir sekilde otooksidasyona

maruz kalarak dikarbonil ve H,O, olustururlar. Okside glukoz, glikozidasyon veya

glikasyon olarak adlandirilan prosesde proteinlerle reaksiyona girebilir (71).

2.3. Serbest Radikallere Kars1 Antioksidan Savunma Sistemleri

Tablo 2. Enzimatik ve non-enzimatik antioksidan sistemleri

ENZIMATIK ANTiOKSiDANLAR

NON-ENZIiMATIK ANTOKSIiDANLAR

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Vitamin C, Vitamin E, Vitamin A

Katalaz (CAT) Melatonin
Glutatyon Peroksidaz (GPx) Glutatyon
(Selenyum bagiml)

Glutatyon-S-Transferaz (GST) Flavanoidler
Glutatyon Rediiktaz (GR) Urik asit
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Albumin

Bilirubin vs.
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2.3.1. Enzimatik Antioksidan Sistemler
2.3.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD: EC 1.15.1.1)

1969 yilinda McCord ve Fridovich tarafindan eritrositlerden basit bir islemle
elde edilen SOD’un siiperoksit radikallerinin dismutasyonunu katalizleyen bir enzim
oldugu bildirilmigtir. SOD enzimi siiperoksit radikallerini hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene doniistiiren reaksiyonu katalizler. Bu reaksiyon oksidatif strese karsi
ilk savunma olarak adlandirilir. Ciinkii, siiperoksit zincirleme radikal reaksiyonlarinin

giiclii bir baslaticisidir (72,73).

SOD
20, + 2H' —  H0, + O,

Insanlarda SOD enzimi Cu/Zn- SOD, Mn-SOD ve EC-SOD (ekstraselliiler
SOD) olmak iizere ii¢ sekilde bulunur (74, 75). Cu/Zn- SOD; dimerik yapiya sahiptir.
Her bir monomerde bir bakir birde ¢inko bulunur ve disiilfid baglariyla baglanmislardir.
Sitozolde bulunur. Mn-SOD; c¢ogunlukla mitokondri matriksinde lokalize olmustur.
Mitokondrial SOD’ un kofaktorii olan mangan tetramerik bir yapiya sahiptir. Her bir
dimerik yap1 Mn* atomu icerir (11,37). EC-SOD, ekstraselliiler sivida bulunur,
tetramerik ve glikozil yapidadir (76). Bunlarin disinda oOkaryotlarda bulunmayip
prokaryotlarda bulunan Fe-SOD mevcuttur. Tetramerik ve dimerik yapilarina

rastlanmakla birlikte Fe* atomu icerir (11,37).

2.3.1.2. Katalaz (CAT: EC 1.11.1.6)

Katalaz esas olarak peroksizomlarda lokalize olmus ve yapisinda 4 “hem” grubu
bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en yiiksek aktiviteye sahiptir.

Katalaz, hidrojen peroksiti, su ve molekiiler oksijene pargalar.

CAT
2 H,O, — 2H,0 + O,
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Hidrojen peroksitin yami sira metil-, etil-hidroperoksitler gibi kiiciik molekiillii

lipid hidroperoksitlere de etkir (36,11).

2.3.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px: EC 1.11.1.9)

GSH-Px, sitozolde ve memeli hiicrelerinin mitokondrial matriksinde de bulunan
tetramerik (88 000 dalton molekiil agirliginda) bir selenoenzimdir. GSH-Px dokular
oksidatif hasara karsi koruyan enzimlerden biridir. Hidrojen peroksiti indirgeyen
tepkimeyi, cok cesitli organik hidroperoksitleri, su ve uygun alkollere indirgeyen

tepkimeleri katalizler (77).

GSH-Px, karaciger, akciger, bobrek, testis, dalak, kalp kasi, eritrosit, beyin ve

timusda saptanmistir (78).

GPx
H,O, + 2GSH — GSSG + 2H,O
(ROOH) (ROH)

2.3.1.4. Glutatyon-S-Transferaz (GST; EC, 2.5.1.18)

GST, genotoksik ve sitotoksik etki gosteren elektrofiller, karsinojenler ve diger
ksenobiotiklerin indirgenmis glutatyonla konjugasyonunu katalizleyen faz II savunma
enzimidir. Memelilerde sekiz alt sinifi (alfa, mu, pi, teta, omega, zeta, sigma ve kapa)

olan GST dimerik yapidadir (79).

Basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid
hidroperoksitlerine kars1 GST’lar Se-bagimsiz GSH peroksidaz aktivitesi gostererek bir

defans mekanizmasi olustururlar (11).

GST
ROOH + 2GSH — GSSG + ROH + H;O
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2.3.1.5. Glutatyon Rediiktaz (GR; EC, 1.6.4.2)

GR, glutatyon disiilfitin rediikte glutatyona indirgenmesini katalizleyen bir

flavoproteindir. Reaksiyon NADPH’a bagli olarak yiirtimektedir (80).

GR
GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP"

2.3.1.6. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz:

Solunum zincirinin son enzimi olan sitokrom oksidaz, asagidaki reaksiyonla

stiperoksidi detoksifiye eden enzimdir (11).

40, "+ 4H" + 4 — 2H,0

2.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistemler

E Vitamini (Tokoferoller): Yagda eriyen vitaminlerden olan vitamin E,
biyolojik sistemlerde ©6nemli bir antioksidandir (81). E Vitamini serbest radikal
temizleyicisi olarak fonksiyon gosterir ve membranlarda lipid peroksidasyonunu inhibe

eder. Bu antioksidan vitamin, prostasiklin olusumunu arttirir ve tromboksan iiretimini

azaltir (82).

E vitamininin, kromanol halkasina bagh metil gruplarinin sayr ve konumuna
gore biyoaktiviteleri birbirinden degisik olmak iizere a, B, y ve 6 olmak iizere 4 farkl
izomeri bulunmaktadir. Antioksidan etkisi en fazla olan o- tokoferoldiir. Bu nedenle a-

tokoferol terimi Vitamin E ile es anlamda kullanilmaktadir (83).

OH

H,C CHgy

HzC
CHz

H3C, H;C
Hac” ™ Ha

Sekil 7: a-tokoferol’iin yapis1 (84)
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Vit E’ nin konsantrasyonu membrandan zengin hiicre kisimlarinda fazladir. Cok
giiclii bir antioksidan olan E vitamini hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan ¢oklu
doymamis yag asitlerini serbest radikal etkilerinden koruyucu etki gdsteren savunma

elemanidir (81).

LOO + o-tokoferol-OH — LOOH + o- tokoferol-O" (tokoferoksil radikali)

Olusan tokoferoksil radikalleri, ortamdaki askorbik asit ve glutatyon gibi

rediiktif ajanlar ile tekrar vitamin E molekiiliine rediiklenir (58).

VitE-O" + askorbik asit — Vit E-OH + DHAsc

2VitE-O" + 2GSH — 2 VitE- OH + GSSG

C Vitamini (Askorbik asit): Askorbik asit, suda ¢oziinen ve antioksidan etkisi
yiiksek olan insanlar i¢in 6nemli bir vitamindir. Pek ¢ok hayvan tiirli askorbik asidi
sentez edebiliyor iken insanlar sentez edemezler. Bu yiizden disardan almalan

gerekmektedir. Askorbik asit 6zellikle meyve ve sebzelerde bulunur.

HO
B 0
0
HO OH

Sekil 8: Askorbik asit’in yapis1 (85)

C vitamini eksikliginde kapiler duvarlarin gecirgenligi arttifi i¢in deride
kanamalar meydana gelir. C vitamini eksikligi devam ederse "Skorbiit" adi verilen bir

hastalik meydana gelir (86).

Askorbik asitin kollajen yapisinda yer alan prolin ve hidroksi prolinin
hidroksilasyonunda ve 6teki hidroksilasyon reaksiyonlarinda rol oynadigi bilinmektedir

(87).
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Cok giiclii indirgeyici ajan olan askorbik asit siiperoksit ve hidroksil radikalleri

ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 temizler (88).

Herhangi bir oksidanla karsilastiginda hidrojeni indirgeyerek dehidro askorbata
doniisiir (55).

Fe™ + VitC — Fe™” + DHAsc + 2H'

A Vitamini (Karotenoidler): A vitamininin metabolik 6n maddesi olan (-
karoten son derece giiclii singlet oksijen temizleyicisi olup ayrica hidroksil, peroksil ve
alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyon verip lipid peroksidasyonu zincir

reaksiyonunu onleyebilir (11,89).

Melatonin: Pineal bezden salgilanan indolamin yapisinda bir hormon olan
melatonin OH' radikalini temizleyen ¢ok giiclii bir antioksidandir. OH' ile reaksiyona
girdikten sonra bir indolil katyon radikaline doniisiir. Bu da ortamdaki siiperoksit

radikalini tutarak antioksidan aktivite gosterir (9).

Glutatyon (GSH): Glutamik asit, sistein ve glisin amino asitlerinden meydana
gelmis bir tripeptittir. GSH’a antioksidan 6zelligini sisteinin tiyol grubu kazandirr.
Glutatyon, OH' ve singlet O, gibi ROT’lerinin temizleyicisidir. Serbest radikal ve

peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur (13).

Flavanoidler: Fenolik yapisinda olan flavanoidler, lipid peroksidasyonunu

engellerler (11,90).

Urik Asit: Piirin metabolizmasimin son iiriinii olan iirik asit normal plazma
konsantrasyonlarinda lipid radikalleri disinda tiim serbest radikalleri temizler. Tiikriikte
de bulunuyor olmasi oral mukozanin korunmasinda O©Onemli rol oynadigini

diistindiirmektedir (11,36).
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Albumin: Albumin yapisinda bulunan ¢ok sayidaki siilfidril grubu araciligiyla
bakir iyonlarim1 siki olarak baglar ve bakir bagimli lipid peroksidasyonu ile OH

olusumunu inhibe eder (91).

Bilirubin: “Hem” katabolizmasinin sonucunda olusan safra pigmenti bilirubinin
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve OH' ve H,O, radikallerinin temizleyicisi oldugu

bilinmektedir (92).

2.4. Yaslanma ve Oksidatif Stres

Yaslanma, oliim riskini arttiran degisimlerin birikimidir. Yaglanmayla ilgili
olarak oOne siiriilen teorilerden biri serbest radikal teorisidir. Bu teori, 1954 yilinda
Denham Harman tarafindan ortaya atilmistir. Harman, serbest radikal reaksiyonlarinin
yaslanmaya sebep oldugunu ileri slirmiistiir. Serbest radikal reaksiyonlarinin
olusturdugu ve kiimiilatif olarak artan oksidatif hasar, memelilerde yasa bagh
fonksiyonel ve patolojik bozukluklara neden olmaktadir. Serbest radikal reaksiyonlari,
yaslanma degisikliklerini olusturdugu gibi genetik defektlerle, cevresel faktorlerle ve

hastaliklarla da iliskilidir (93,24).

Organizmada prooksidan-antioksidan dengenin oksidanlar lehine bozulmasindan
dolay1 niikleik asitler, lipidler, proteinler ve karbonhidratlar gibi Onemli
biyomolekiillerde oksidatif hasar olugmaktadir. Oksidatif hasar1 olusturan serbest
radikaller ortaklanmamis elektrona sahip c¢ok reaktif atomlardir. Aerobik
organizmalarda, biyolojik sistemlere en ¢ok zarar1 veren radikaller oksijen radikallerdir.
ROT olusumunun en 6nemli kaynagi mitokondrideki oksidatif fosforilasyon zincirinde
gerceklesen elektron transportudur. Bu nedenden dolayr mitokondrinin yaslanma

prosesinde ¢ok 6nemli bir rol oynadig diistiniilmektedir (94).

Ozellikle kalp gibi yogun enerji metabolizmasina sahip ve bilyiik oranda yag
asidi oksidasyonunun gergeklestigi organlarda mitokondriyal oksidatif hasar ¢ok daha
dikkat cekici olmaktadir. Yasa baglh oksidatif hasar birikimi, hiicrenin prolifere olma
yetenegini kaybetmesine ve apoptozise yonlenmesine neden olur. Teorik olarak kalp

kasinin mevcut metabolik aktiviteyle olusan oksidatif hasarlar sonucu maksimum 129
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yil calisabilecegi hesap edilmistir. Bu bulgu hiicre ve doku diizeyindeki yaslanmada

oksidatif hasarin ne kadar belirleyici oldugunu gostermektedir.

Uzun yasayan hayvan tiirleri kisa yasayan hayvan tiirlerine gore kiyaslandiginda
uzun yasayan hayvanlari daha etkili antioksidan sistemlere ve daha yiiksek karaciger

Cu, Zn-SOD aktivitesine sahip olduklar1 goriilmiistiir (95).

Denham Harman yaslanma teorisinde, yasam siiresinin uzatilmasinin serbest
radikal reaksiyonlarinin baslama hizinin yavaslatilmasi veya serbest radikal zincir
uzunluklarinin azaltilmasi, kolay okside olabilen bilesiklerin diyetle aliniminin
azaltilmasi, kalori kisitlamasi ve viicut yiizey 1sisinin diisiiriilmesi ile saglanabilecegini

ileri siirmektedir (96).

2.5. Radyasyon
2.5.1. Radyoaktivite ve yar1 omiir

Maddenin temel yapisim1 atomlar meydana getirir. Atom ise, proton ve
notronlardan olusan bir ¢ekirdek ile bunun cevresinde donmekte olan elektronlardan
olugsmaktadir (97). Atomlarin o6zelliklerini, ¢ekirdeklerinin yapis1 ve yoriinge
elektronlarinin sayisi ve dizilisleri belirler. Herhangi bir maddenin atom ¢ekirdegindeki
notronlarin sayisi, proton sayisina gore oldukca fazla ise bu tiir maddeler kararsiz bir
yap1 gosterirler. Bir atom cekirdeginin kararsiz durumdan daha kararli bir duruma
gecerken elektromanyetik dalga veya parcacik seklinde enerji yaymasina radyasyon

(1s1ma) denir.

Kararli hale gelebilmek icin parcalanan bu tiir c¢ekirdekler, "radyoaktif
cekirdekler" olarak adlandirilirlar. Agir elementlerin ¢ogu radyoaktif o6zelliklere
sahiptir (98).

Radyoaktif c¢ekirdekler kararli bir ndtron/proton oranma ulagana kadar,

bozunmaya ugrarlar (97). Ik bozunmaya ugrayan radyoaktif cekirdek ana gekirdek, ana
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cekirdegin radyoaktif bozunmaya ugramasi sonucu olusan cekirdek ise yavru cekirdek

adini alir.

Bozunma siirecindeki radyoaktif ¢ekirdekler, alfa (o), beta () ve gamma (y)
radyasyonlarindan birini veya birkacimi yayinlayarak, rahatlama yolunu secerler. Bir
radyoaktif ana c¢ekirdekten alfa (o), beta (B) ve gamma (y) bozunmalar1 sonucu yavru
cekirdekler olusturan seriler, "radyoaktif seriler" olarak tanmimlanir. Radyoaktif seriler
uranyum, toryum, aktinyum ve neptinyum serisi seklinde dort gruptan olusur. Her seri,

bozunma zincirini tamamladiktan sonra kararli bir ¢ekirdek haline doniisiir (98, 1).

Alfa (o) Bozunmasi: Radyoaktif cekirdeklerin kararli bir ¢ekirdek yapisina
ulagsmak i¢in izledigi yollardan biri "a-bozunmasidir." Alfa (o) bozunmasi, radyoaktif
cekirdekten kiitle numarast 4 atom numarasi 2 olan bir tanecigin ayrilmasi sonucu
gerceklesir. Bu yap1 bir helyum atomunun c¢ekirdeginin yapisidir. Pozitif yiikliidiir (4).
Cekirdegin, alfa ¢ikararak par¢alanmasi olay1 atom numarasi biiyiik izotoplarda goriiliir

ve genellikle dogal radyoaktif atomlarda rastlanir (1).

Beta (f ) Bozunmasi: Beta (B) tanecigi ashinda ¢ekirdekten yayinlanan yiiksek
enerjili bir elektrondur. Beta (B) bozunmas: siirecinde, radyoaktif ¢ekirdekte bulunan

bir notron, bir proton ile bir elektrona doniisiir (4).

Beta (B) tanecikleri, alfa (o) taneciklerinden ¢ok daha kiiciiktiir. Bu nedenle de o
tanecigine gore daha etkilidir ve giricilikleri (ntifuz etme Ozellikleri) de daha fazladir.
Beta tanecikleri kagittan gecerler fakat birkac metre hava tabakasi ve birkag
milimetrelik aluminyum levha bu isinlart durdurur. Beta isinlari, dis derideki olii
seviyeye niifus eder, derinin i¢ kisminda durdugu icin dis derideki dokulara yakarak

zarar verir.

Gamma (y) Bozunmasi: Gamma (y) 1sinlar tanecik degildir. Bunlar kisa dalga
boylu ve yiiksek enerjili (x- 1sinlar1 benzeri) 1sinlardir. Gamma 1s1mast siirdiiren bir

cekirdekte atom kiitle numarasi ve atom numaras1 degisiklige ugramaz (1).
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Yari-omiir: Bir radyoaktif maddenin baslangictaki ¢ekirdeklerinin yarisinin
bozunmast i¢in gecen siireye fiziksel yari-omiir (T¢), Oonceden bir canliya verilmis
radyoaktif maddenin yarisinin disart atilmasi icin gecen siireye biyolojik yari-omiir (Tp),
adi verilmektedir. Fiziksel ve biyolojik yari-Omiirler dikkate alinarak bulunan yari-6mre
ise efektif yari-omiir (T.) denilmektedir. Bu ii¢ yar1-Omiir arasinda asagidaki baginti

bulunmaktadir:

1/Te=1/Tr + 1/ Ty

Radyoaktif bozunma olaymin hizi, birim zamanda bozunan ¢ekirdek sayisi ile

ifade edilir ve A ile gosterilir. Buna gore; Ty = 0,693 /A formiilii gegerlidir (98,99).

2.5.2. Radyasyon birimleri ve doniisiimleri

Tablo 3. Radyasyon birimleri ve doniisiimleri (99,100)

Terim SI Birimi Ozel Birim | Doniisiim
Aktivite Becquerel (Bq); 1 parcalanma/l 1Ci=3.7x10™ Bq
saniye Curie (Ci) 1 Ci=37 GBq

1 Bg= 27.03x107Ci

Isinlanma Dozu Coulomb/kilogram(C/kg);
normal hava sartlarinda havanin 1C/kg=3876 R

1 kg’inda 1 Coulomb’luk elektrik | Rontgen (R) 1R=2.58x10'4C/kg
yiikii degerinde (+) ve (-) iyonlar
olugturan X  veya  gama
radyasyonu miktaridir.

Sogurulmus Doz Gray (Gy) ; Isinlanan maddenin 1

kg’inda 1 Joule’lik enerji | Radiation 1Gy=100rad
sogurulmast meydana getiren | absorbed 1rad=0.01 Gy
radyasyon miktaridir. Dose (Rad)

Doz esdegeri Sievert (Sv) ; 1 Gy’lik X ve gama
151 ile aym biyolojik etkiyi | Rontgen 1Sv=100 rem
meydana getiren herhangi bir | Equivalent 1rem=0.01Sv
radyasyon miktaridir. Man (Rem)

Sv=(Gy)x (WR)
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Lineer Enerji Transferi (LET): iyonize radyasyonlarin gittikleri yol boyunca
birim uzaklik basina neden olduklari enerji salimmmlarma lineer enerji transferi (LET)
denilir. LET genellikle iyonize radyasyonun yiikii ve hizinin fonksiyonu olarak da kabul

edilir. Iyonize radyasyonun yiikii artip, hiz1 azaldikga LET’i artar (99, 4).

2.5.3. iyonize Radyasyon

Iyonlastiric1 radyasyon; madde icerisinden gegerken enerjisini ortama aktarmak
suretiyle, bir atom veya molekiilden bir elektron kopmasim gerceklestiren radyasyon

tiiriidiir (4).

Iyonize radyasyon, iki grupta toplanmaktadir. Birinci grup; elektromanyetik
radyasyon spektrumunda yer alan, kisa dalga boylu ve yiiksek enerjili y (gama) ve X
(rontgen) 1sinlaridir (foton). Ikinci grup ise; atom alt pargaciklarindan elektron veya B
15101, pozitron, proton, ndtron, o 1511 ve agir iyonlarin, dogal veya yapay radyoaktif
elementlerin atom ¢ekirdeginden firlatilmasi veya cihazlarda hizlandirilmasi ile

meydana gelen partikiiler radyasyonlardir (101,4).

2.5.3.1. X Isinlar1

X gmlan 1895 yilinda W. Conrad Rontgen (1845-1923) tarafindan
kesfedilmistir. Bir dizi ¢alismadan sonra Rontgen, X 1silarinin elektriksel yiike sahip
olmadigini, fotograf kagidini kararttigini, ince metal levhalardan gecebildigini ve
gecerken yapilarda iyonizasyona sebep oldugunu aciklamistir. Daha sonra yapilan
bilimsel caligsmalar, X 1sinlarinin foton karakterli ER oldugunu, y 1sinlan ile aym

ozellikte oldugunu, fakat olusumlarinda bir fark bulundugunu géstermistir (102).

X 1s1nlar1, rontgen tiipii ad1 verilen yiiksek voltajli bir katot- 1511 tiiplerinde elde
edilir. Tiip icerisinde 1sitilmis katottan yayilan elektronlar, yiiksek voltluk gerilimle
hizlandirilarak karsidaki hedef anoda carptirilir. Bu carpisma sonucu elektronlar
durdurulurken elektronlarin kaybettigi enerji X 1sinlar1 olarak yaymlanir. Bu olaya
Bremmstrahlung (frenleme 151n1) olay1, X 1sinlarinin olusturdugu siirekli spektruma da

Bremmstrahlung adi verilir.
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Sekil 9: X isinlarinin iiretimi (103)

X 1ginlar1, kisa dalga boylu ve yiiksek enerjili ER lar oldugundan gectikleri
dokularda , doku yogunluguna bagli olarak absorblandiklarindan ve ekran veya film
tizerinde farkli yogunluklu goriintiiler olusturduklarindan dolay1 tipta tam1 amaciyla

kullanilmaktadir (102,104).

2.5.3.2. Gama Isinlar

Gama 151nlar1 atomun cekirdeginde olusur. Cekirdek, alfa veya beta parcacigi
cikarttiktan sonra genellikle kararli bir durumda olmaz. Kararsizliga neden olan
cekirdek enerjisi bir elektromanyetik radyasyon olarak yayinlanir. Bu sirada ¢ekirdegin
kiitlesi ve elektrik yiikii degismez. Gama 1sinlari, beta 1sinlarindan daha yiiksek enerjili

ve dolayisiyla daha girici (niifuz edici) 1sinlardir.

2.5.3.3. Notronlar

Notronlarin yiiksiiz parcaciklar olmalarindan dolay1 herhangi bir madde icerisine
kolaylikla niifuz edebilirler. Dogrudan bir iyonlagsmaya sebep olmayan notronlarin,
atomlarla etkilesmeleri, iyonlasmaya neden olan alfa, beta, gama veya X 1sinlarinin

ortaya ¢ikmasina neden olabilir (100).
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2.5.4. Iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Radyasyon enerjisinin biyolojik materyal tarafindan absorbsiyonu doku
elektronlarinin eksitasyonuna ve bu dokulari olusturan molekiill veya atomlarin
iyonizasyonuna neden olur. Bir atom veya molekiilden bir elektronun daha yiiksek
enerji seviyesine elektron firlatma olayr olmaksizin gecebilmesi eksitasyon olarak
adlandirilir. Bir atom veya molekiilden bir veya daha fazla orbital elektronunu firlatacak

kadar enerjiye sahip radyasyon enerjisi iyonize radyasyon, bu prosese de iyonizasyon
ad1 verilir (105).

Iyonize radyasyonun enerjisinin absorbsiyonu direkt ve indirekt etki ile
molekiillerde zarar meydana getirir. Direkt etkide hasar, biyolojik sistemlerdeki 6nemli
biyomolekiillerin atomlarinin iyonizasyonu sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu molekiiliin
inaktivasyonuna veya fonksiyonel degisikligine sebep olur. Indirekt etkide ise anahtar
molekiillerde toksik hasar olusturan reaktif serbest radikallerin olusmasi biyolojik

etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olur (106).

INDIREKT ETHKI

Sekil 10: Radyasyonun direkt ve indirekt etkisi (105)

Radyasyon enerjisi, DNA gibi c¢ok o©nemli bir makromolekiilde yapisal
degisiklige neden olmussa, bu etkiye radyasyonun direkt etkisi denir (102). Canlilar i¢in
hayati onem tasiyan bu molekiil biitiiniiyle harap olursa, bolinme yapamaz ve hiicre

oliir. Birden fazla hiicrede bu durum gerceklestiginde, doku 6liir (1).
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Radyasyonun indirekt etkisi atoma enerji transferi sonucu, serbest radikallerin
olusmasini kapsar. Radikaller elektrofilik ve son derece reaktiftir (2). Radyasyon aracili
olusan serbest radikaller hiicrede yeni reaksiyonlar araciligi ile daha bagka serbest
radikal olusumlari, lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlar1 ve basta intestinal kanamalar
olmak {izere miyokardial iskemi, karsinogenezis, katarakt olusumu, solunum
diizensizligi, DNA zincir kirilmasi, mutajenik ve karsinojenik etkiler olusturdugu

saptanmustir (99).

Biyolojik sistemlerdeki temel molekiil olan su molekiilii, serbest radikallerin
olugmasi ve ¢ogalmasi i¢in bir ortam olusturur. Isinlamadan sonra radyasyon enerjisinin
biiyiik oranda su molekiilleri tarafindan sogurulma olasiligi cok yiiksektir. Bu durumda
su molekiilleri iyonlasirlar ve pozitif yiiklii su molekiilii ile hizli bir serbest elektron

olusur.

H,O (Radyasyon) — H,O" +¢

Bu serbest elektron, su icinde bir bagka su molekiilii tarafindan yakalanincaya

kadar yol alir ve bu su molekiilii ile birleserek onu negatif bir su molekiilii haline getirir.

e + HQO - H20‘

Bu reaksiyonlar sonunda olusan H,O" ve H,O ~ kararli degillerdir ve her biri

parcalanarak bir iyon ve bir serbest radikal olusturur (99,107).

H,0" - H' + OH
H,OO —- H + OH"

Basit serbest radikallerin (H veya OH' ) yasam siireleri 10" saniye gibi ¢cok kisa
oldugundan dolay1 genel olarak cok reaktif olmalarina ragmen olustuklar1 yerlerden
hiicre niikleusuna ulasacak kadar ortamda bulunmazlar. Hidroperoksi radikalleri gibi

serbest radikaller notral formlara kolayca rekombine olmazlar. Bu stabil formlar hiicre
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niikleusuna gidecek kadar yeterli siire ortamda kaldiklarindan biyolojik molekiillerle
etkileserek bag kirigina veya anahtar fonksiyonun inaktivasyonuna neden olabilecek

diizeyde hasar verici olabilirler (106,102).

Iyonize radyasyonunun en c¢ok zarar verdigi biyomolekiil DNA’dir (2,108).
Iyonizan radyasyon ya direkt olarak DNA zincirinde kirilmalar olusturur ya da hiicre
icindeki molekiillerle etkileserek oksijen radikalleri olusumunu saglar ve bu oksijen
radikalleri DNA bilesenleri ile etkileserek zincirde kirilmalar (baz hasari, tek ve c¢ift

zincir kirilmalar) ve diger tip bozulmalara yol agarlar (100,108).

Her hiicre tipinin radyasyona duyarliligi farklidir. Sik boliinen ve andiferansiye
olan hiicrelerin (over ve testisin germinal hiicreleri, hematopoetik sistem hiicreleri,
gastrointestinal sistem epitel hiicreleri) duyarliligi fazla iken, boliinmeyen ve {ist
diferansiasyon gosteren hiicrelerin (karaciger, bobrek, kartilaj, kas, sinir hiicreleri)

duyarlilig1 daha azdir (109).

2.6. Radyasyon Onkolojisi

Klinik radyasyon tedavisinin tibbi bir bilim dali olarak anilmasi, 1922 yilinda
Paris’te diizenlenen uluslararas1 Onkoloji Kongresinde, Coutard ve Hautant’in geligmis
girtlak kanserinin radyasyon ile tedavi edilebilir oldugunu gostermeleri ile baglamistir.
1934 yilinda, Coutard giiniimiizde gecerli olan radyasyon tedavisinin ilkelerini
gelistirdi. 1936’da ise Paterson X 1sinlartyla uyguladigi kanser tedavisinin sonuglarini
yaymladi. 1lk olarak 1910 yilinda Radyum (Ra) igne ve tiipleriyle baslanan
brakiterapinin pek cok anatomik yerlesimli malign tiimorlerin tedavisinde kullanimi
giderek artmistir. Zamanla, iyonize radyasyonun yiiksek enerjili foton ve elektronlar
icermesi ve tedavi planinin iyi tanimlanabilmesinden dolay1 iyonize radyasyonun kanser

tedavisinde kullanim1 yayginlasmistir.

Son yirmi yildir, radyasyon fizigi, radyasyon biyolojisi, klinik tedavi plani
hakkindaki bilgilerin ¢ogalmas1 ve radyoterapide bilgisayar kullaniminin artmasindan

dolayi kanser tedavisinde biiyiik gelismeler olmustur (110).
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Radyoterapi, malign hastaliklarin tedavisinde iyonize radyasyonun kullanildig:
klinik bir uygulamadir. Radyasyon tedavisinin amaci, tiimoriin yok edilmesi, timoriin
cevresindeki saglikli dokunun en az sekilde zarar gérmesi, hastanin yasam kalitesi ve

hayatta kalma siiresinin arttirilmasidir.

Kiiratif tedavi, hastaligin tedavisine yonelik olan bir tedavidir. Kompleks ve
uzun bir tedavi plam gerektirir. Ornegin bas ve boyun tiimorleri veya akciger

karsinomalar1 kiiratif amach tedavi edilir.

Kiiratif tedavinin yani sira, radyoterapi, kanser tedavisinde hastalifin
semptomlarini dnlemede, 6rnegin kemik metastazlarinin kontrolii ve agrinin giderilmesi

gibi etkili palyatif tedavide de major bir rol oynar (110).

Iyonizan radyasyon klinik olarak ii¢ sekilde uygulanabilir:

1. Teleterapi: Genelde viicuttan 80-100 cm uzakliktaki kaynaklarla uygulanan
eksternal 1smmlama yOntemidir. Bu tip, Co-60 teleterapi {initelerini ve lineer

akseleratorleri igerir.

2. Brakiterapi: Hedef dokuyla dogrudan iliskili veya hedef dokunun yakininda
interstisyel, intrakaviter veya yiizeysel yerlestirilmis kapali konteynirlar icindeki Co-60,
Cs-137, Ir-192, 1-125 gibi radyoaktif izotoplarin ve kisa mesafeli konlar aracilig ile
uygulanan dogrudan X 1sininin kullanildig lokal radyasyondur.

3. Sistemik selektif tadavi: Enteral, intrakaviter veya intravendz olarak
uygulanan 1311, 32P, 89St gibi radyoaktif kaynaklardan elde edilen internal veya

sistemik radyasyondur (111).
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2.7. Merkezi Sinir Sistemi

Merkezi sinir sistemi, beyin (cerebrum) ve omurilikten (medulla spinalis)

olusmaktadir (112).

Beyin ve omurilik, sinir hiicreleri araciligiyla olusturulan bilgilerin kontroliinii
saglayan ana merkezlerdir. Ornegin yiiriime, okuma, konusma gibi istemli yaptigimiz
hareketlerle nefes almak, kan basinci, sindirim gibi istemsiz yaptigimiz reaksiyonlarin
diizenlenmesini saglar (113). Bundan dolay1 ¢ok iyi korunmaktadir. Beynin
ventrikiillerini ve tiim subaraknoid boslugu dolduran beyin omurilik sivis1 (BOS) bir su
yastig1 halinde M.S.S.’nin fiziksel bir koruyucusudur. Ayrica ekstraselliiler araliklarla

da baglantisinin olmasindan dolay1 beyin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar (114).

2.7.1. Beyin (Cerebrum)

Merkezi sinir sisteminin 6n boliimiinii olusturan beyin, kafatas1 boslugunda yer
alir. Beyin, bu boslugu tamamiyla doldurur ve bundan dolayr beynin sekli de kafatasi

boslugunun sekline uyar (115).

Yetiskin bir insan beyni viicut agirhigimin % 2.5’u kadardir. Ortalama olarak
erkek beyni kadin beyninden daha biiyiiktiir. Fakat bu, zeka kapasitesinin daha yiiksek

oldugunu gostermemektedir. Beyin olciisii ile zeka arasinda bir baglant1 yoktur (114).

Cok yumusak beyin dokusu kafatasi i¢cinde ii¢ tabaka zarla ¢evrilmistir. En dista
bulunan dura mater, kollajen bag dokusundan olusmus ¢ok kalin ve saglam bir zardir.
Ortada bulunan araknoid mater, oriimcek ag1 seklinde, ince, seffaf bir zardir. Beyni
torba gibi sarar. En icte yer alan piamater, ¢ok damarli ince bir bag dokusu zaridir.

Beynin yiizeyine siki bir sekilde yapisiktir.

Merkezi sinir sistemi fonksiyonlarini normal bir sekilde siirdiirebilmesi i¢in ¢ok
kararlt bir fizyolojik ortama gereksinim duymaktadir. Bu sebeple, sinir sistemi ile kan

ve kan ile BOS arasinda secici engel mekanizmalar vardir (116).
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Kan-beyin engeli, albumini ge¢irmemektedir. Fakat gazlar, su, glikoz,

elektrolitler ve amino asitler kandan beyne serbest olarak gecerler (117, 116).

Embriyolojik bakimdan ele alindiginda beyin ii¢ 6nemli boliime ayrilarak

incelenir:

1) Prosencephalon (6nbeyin)
2) Mesencephalon (orta beyin)
3) Rhombencephalon (arka beyin)

Prosencephalondan (6n beyin) telencephalon (beyin yarim kiireleri) ile
diencephalon (arabeyin) adi verilen onemli kisimlar meydana gelir. Beyin yarim
kiirelerinde ©nemli beyin loblar1 olusur. Bu yarimkiireler, beyaz ve gri cevherden
meydana gelmislerdir. Beyaz cevher, yapinin icinde yer alir ve sinir hiicresi i¢cermez,
Sadece sinirsel yollardan meydana gelmistir. Kabuk seklinde beyaz boliimii disaridan
kusatan gri cevhere "Cortex cerebri" adi verilir. Cortex cerebri'nin belirli yerlerinde

onemli fonksiyonel merkezler bulunur (112,118).

Mesencephalon (orta beyin), on beyin ile arka beyin arasinda baglantiy1 saglayan

onemli sinir uzantilarinin gectigi beynin en dar kismidir (118).

Rhombencephalon (arka beyin) Pons, Bulbus ve Cerebellum olmak iizere kendi
icinde ii¢ 6nemli bolimden meydana gelir. Pons ve bulbusta (medulla oblongata) kafa
sinirlerine ait 6nemli baglangic ve sonlanma cekirdekleri yerlesmistir. Cerebellum
(beyincik) ise ortada bir ara parca ile birlesmis iki yarim kiireden olusmustur. Her iki
parcanin dis yiizleri, daha sik olmak iizere, beynin dig yiiziine benzer sekilde girinti ve
cikintili bir yap1 gosterir. Viicudun dengesi, kas tonusunun regiilasyonu ve hareketlerin

koordinasyonu cerebellum'un ana fonksiyonlarini olusturur (112,114,118).

Beyin yiliksek miktarda doymanmus yag asitleri icermesinden dolayr lipid
peroksidasyonuna oldukca aciktir. Diger organlarla karsilastirildiginda beyin, enerji

elde etmek icin en yiiksek miktarda oksijen tiiketen organdir. Ayrica beynin bazi
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bolgelerinin demir gibi gecis metallerince zengin olmasi ve GSHPx, CAT gibi
antioksidan enzim aktivitelerinin diisiik olmasi da oksidatif hasara karsi hassas

olmasinin nedenlerindendir (94,19).

Serbest radikal hasarinin sonucu olarak, 6zellikle santral sinir sisteminde biriken
yaslanma pigmenti ad1 da verilen lipofuskin pigmenti sinir sisteminin hiicresel yaglanma
gostergesidir (119). Lipofuskinin noron kayb1 basta olmak iizere bir ¢ok ters etkiye yol

actig1 ve birikim hizinin da antioksidanlarla yavaslatilabildigi gosterilmistir (120).

Corpus
callasum

I Talamus

Vi
Beyincik r - )
Hipofiz
Omurilik be?‘:?
sogani
s Pons
Omurilik (Kopri)

Sekil 11: Beyin dokusunun béliimleri (121)

2.7.2. Omurilik (Medulla Spinalis)

Medulla spinalis, vertebra kanalinin icerisinde bulunur ve iist ucu belli bir sinir
gostermeden medulla oblangata ile birlesir. Alt ucu ise, gittikce incelir, daralir ve conus

medullaris adin1 alir.

Sekil bakimindan medulla spinalis biraz 6nden arkaya basik bir silindire benzer.

Uzunlugu kisiye gore degismekle beraber, ortalama olarak 40-50 cm arasindadir.
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Medulla spinalis, gri ve beyaz cevher olmak {izere, hem renk hem yap1
bakimindan ayr iki cevherden yapilmistir. Gri cevher medulla spinalis’in orta kismini
isgal eder. Miyelinli sinir liflerinden ve glia hiicrelerinden yapilmis olan beyaz cevher

ise, dis kisimda bulunur ve gri cevheri her taraftan sarmistir.

Omurilikte ventral kok, dorsal kék ve yan boynuz bulunur. Ventral kok motor
noronlarinin ¢iktigi, dorsal kok duyu noronlarinin omurilige girdigi yerdir. Yan
boynuzdan otonom sinir sistemine ait sinirler ¢ikar. Omurilik refleks merkezidir. Beyne

gelen ve cikan impulslan iletir (115).
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Deney Hayvanlarin Temini ve Radyoterapi Uygulanmasi
3.1.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Deneylere Hazirlanmasi

Bu calisma, Inonii Universitesi, Turgut Ozal Tip Merkezi, Deneysel
Aragtirmalar Birimi’nde, Avrupa hayvan bakimi anlasmasi ve Inonii Universitesi
hayvan etigi komitesi tarafindan Ongoriillen kurallara uygun olarak yapildi.
Calismamizda kullandigimiz otuz bes adet erkek Wistar albino rati, Inonii Universitesi
Deneysel Arastirmalar Birimi’nden temin edildi. Deney hayvanlarn, ilk ii¢ grupta on
adet 4. grupta ise bes adet olmak iizere bir haftalik (15-20 gr), dort haftalik (45-50), on
iki haftalik (200-250 gr) ve bir yas (300-350 gr) olarak dort gruba ayrildi. Her grubun
beser adet kendi kontrol grubu olusturuldu. Her gruptaki ratlar ayri olarak 6zel kafeslere
konuldu. Tiim hayvanlar ad libitum standart yem ve su ile beslendi. Uygun 151k ve 1sida

muhafaza edildi.

3.1.2. Radyoterapi Uygulamasi

Radyoterapiden 6nce ratlara 80 mg/kg dozda ketamin (Ketalar, Pfizer Ilaclar
Limited Sirketi, Istanbul, Tiirkiye) ve 5 mg/kg dozda ksilazin (Rompun, Bayer Tiirk
Kimya Sanayi Limited Sirketi, Istanbul, Tiirkiye) tek enjektore cekilerek intraperitonal
uygulama ile genel anestezi uygulandi. Anestezi uygulanan ratlar, sert bir yiizeye
yuziistli yatirilarak bas ve ekstremitelerinden sabitlendi (fotograf 1). Tiim gruptaki
ratlara, Kobalt-60 (Theratron 1000E, MDS Nordion, Kéanati, Ontanro, Kanada)
cihazinin radyasyon demetinin ¢iktigi On girisine 2,5 cm uzaklikta olacak sekilde
yerlestirilen rat viicuduna, 8 Gy dozda tek bir fraksiyon radyasyon uygulandi (fotograf
1,2). Tiim kontrol gruplan da radyoterapi uygulaniyor gibi ayni islemlere tabi tutuldu.
Radyoterapinin ardindan ratlarin anesteziden g¢ikmalart beklendi. Fotograflar dijital

fotograf makinesi (SONY, DSC-P93, San Diego, CA, USA) ile cekildi.
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Fotograf 3: Rata tiim viicut radyoterapisinin uygulanmasi
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3.1.3. Otenazi

Ratlar radyoterapiden 12 saat sonra sakrifiye edildi. Otenaziden 6nce ratlara 50
mg/kg doz propofol (Propofol, Abbott Laboratuar1 Anonim Sirketi, Istanbul, Tiirkiye)
kullanilarak intraperitonal uygulama ile anestezi yapildi. Otenazi, % 0.9’luk sodyum

kloriir ile transkardiyak perfiizyon uygulanarak yapildi.

3.1.4. Beyin Dokularimin Cikarilarak Biyokimyasal Analizlere Hazirlanmasi

Biyokimyasal analizlerde kullanilacak olan beyin dokular1 derhal aliiminyum
folyoya sarildi. Grup numaralart not edilen numuneler, i¢inde kuru buz bulunan bir

kapta korunarak laboratuara getirildi ve derhal dokularin hazirlanmasina gecildi.

Beyin dokular1 cam tiiplere aktarildi. Dokularin iizerine soguk ImL fosfat
tamponu (50mM, pH 7.4) eklendi. Daha sonra dokularin soguklugu muhafaza edilerek
Ultra-Turrax T25 (IKA Werke GmbH, Staufen, Almanya) homojenizatoriinde 6000
dev/dak hizla 5 dakika siireyle homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar

vortekslendikten sonra eppendorf tiiplerine aktarildi.

Homojenatlarin yaris1 MDA diizeyinin 6l¢iimii i¢in ayrildi. Homojenatlarin diger
yarisi ise, 15 dakika siireyle 13500 g’de 15 C de sogutmali santrifiijde (Centrifuge
5415R, Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) santrifiij edilerek siipernatant elde edildi.
Ayrilan siipernatantlar, protein miktar tayini, SOD, CAT, GSHPx aktivite tayinleri i¢in
— 40 C° de derin dondurucuda (SANYO Biomedical Co., Ltd., MDF-U537, Osaka,
Japonya) saklandi.
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3.2. Biyokimyasal Analizlerin Yapilmasi
3.2.1. Protein Miktar Tayini

Protein miktar tayininde Lowry metodu, protein standarti olarak da BSA (sigir
serum albumini) kullanildi. Bu metod, proteinin yapisinda bulunan tirozin ve triptofan
aminoasitlerinin fosfotungustat kompleksini molibden mavisine indirgemesi esasina

dayanir (122).

Kullanilan reaktifler:

1. A Cozeltisi karisimi:
9%?2’lik Na,CO5’1mm 0.1 N NaOH’teki ¢ozeltisi (98 hacim)
9%1°lik CuSOy ¢ozeltisi ( 1 hacim)
%?2’lik Sodyum Potasyum tartarat ¢ozeltisi (1 hacim)

Bu ii¢ ¢ozelti yukarda belirtilen hacimlerde karistirildi.

2. B Cozeltisi:

1 hacim Folin Fenol belirteci + 1 hacim distile su.

3. Bovin Serum Albumin (BSA) Standardi: 10 mg/ml konsantrasyondaki stok
BSA ¢ozeltisinden 2, 4, 6, 8, 10 mg/ml’lik ¢ozeltiler hazirlandi.

Deneyin Yapilisi:

Test ve standart tiiplerine 240 pl, kor tiipiine 250 pl distile su kondu. 2,5 ml A
cozeltisi tim tiiplere ilave edildikten sonra, test tiiplerine 10 pl siipernatant; standart
tiiplerine de 10 pl her bir standarttan ilave edildi ve tiipler vorteks ile iyice karistirildi.
Oda 1s1sinda karanlikta 10 dk bekledikten sonra, tiim tiiplere 250 pl B ¢ozeltisi eklendi.
25 °C’de 30 dk bekledikten sonra, spektrofotometrede (Shimadzu,UV-1200, Kyoto,
Japan) 650 nm’de kore karsi sifirlanarak okuma yapildi. Hesaplamalar standart

grafiginden faydalanilarak gerceklestirildi.
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Grafik 1 : Protein standart grafigi

3.2.2. Malondialdehit (MDA) Miktar Tayini

MDA ol¢iimii Mihara ve Uchiyama metodu uyarinca gergeklestirildi. Bu
metotta, asidik ortamdaki TBA 95 ‘C’de reaksiyona giren MDA ile pembe renkli
kompleks olusturur. Olusan renkli kompleks n-biitanol fazina ekstrakte edilerek 532
nm’deki absorbansi 6l¢iildii. Olusan rengin siddeti ortamdaki MDA konsantrasyonuyla

orantili olmaktadir (123).

Kullanilan reaktifler:

1. % 1.5’1ik KCl
2. % 1’lik H3POy4
3. %0.6’lik tiyobarbitiirik asit (TBA)

4. n-Butanol

Deneyin Yapilisi:

50 ul doku homojenatina 50 ul %1.5’lik KClI ilave edildikten sonra vortekslendi
ve itizerine 1.9 ml %1’lik H3PO4 ¢ozeltisi ilave edildi. Daha sonra 1 ml %0.6’lik TBA
cozeltisinden eklendi ve vortekslenerek 95 ‘C’deki su banyosunda 1 saat bekletildi. Su

banyosundan ¢ikarilan 6rnekler musluk suyu altinda sogutulduktan sonra iizerine 2 ml
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n-biitanol eklendi ve vorteksle 1 dak. karistirildi. Organik faz 4000 g’de 5 dakika
santrifiij edilerek ayrildi ve spektrofotometrede (Shimadzu,UV-1200, Kyoto, Japan) 532
nm’de absorbanslari okundu. Elde edilen absorbans degerleri asagidaki formiil
yardimiyla nmol/ml cinsinden MDA konsantrasyonlarina doniistiiriildii ve bu sonuglar

protein konsantrasyonuna oranlanarak MDA sonuglart nmol/mg protein cinsinden ifade
edildi.
Sonuclarin Hesaplanmasi:

Abs x Vt x 10’
C (nmol/ml) =

ExVsxLx10®

A = Absorbans
E = Molar absorpsiyon katsayis1 (1.56 10° M ecm™)

Vt = Total reaksiyon hacmi

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi
L = Kiivet ¢ap1

10° = Moliin nanomole ¢evrilmesi

10° = Litrenin mililitreye ¢evrilmesi

Sonuglar nmol MDA/mg protein olarak ifade edildi.

3.2.3. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Hiicresel oksidatif savunma mekanizmasinin en 6nemli enzimi olan SOD,
stiperoksit radikallerinin dismutasyonunda gorev almaktadir. Ksantin-ksantin oksidaz
sisteminde iiretilen siiperoksit radikallerinin NBT’yi indirgeyerek mavi renkli formazon
olusturmasinin SOD tarafindan inhibisyonu temeline dayanan enzim aktivite deneyidir

(124).
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Kullanilan reaktifler:

1) Ol¢iim Reaktifi:

Asagidaki bilesenleri belirtilen konsantrasyonlarda igerecek sekilde 1 L cozelti
hazirlandi. Coziicii olarak distile su kullanildi. Hazirlanan 6lgiim reaktifi 4 ‘C *de 3 giin
kararlidir. Baslangicta acik saman sarist olan ¢ozelti rengi maviye kayarsa Olgiim

reaktifi bozulmus demektir ve kullanilamaz.

1. 0.3 mmol/L Ksantin

2. 0.6 mmol/L Na,EDTA
3. 150 pmol/L NBT

4. 400 mmol/L Na,CO;
5.1¢g/L BSA

2) Enzim Cozeltisi (Ksantin Oksidaz):
Enzimatik aktivitesi 167 U/L olacak sekilde stok Ksantin Oksidaz’dan ¢oziicii
olarak 2 M soguk (NH,4),SOy kullanilarak hazirlandi.

3) Bakar II Kloriir Cozeltisi:
Derisimi 0.08 mmol/L. olacak sekilde kati stoktan, ¢oziicii olarak distile su

kullanilarak hazirland.

Deneyin Yapilisi:

Cam deney tiiplerine 2.85 ml ol¢iim ¢ozeltisi ve 50 pl 10 kat diliie edilmis
stipernatant eklendi ve vortekslendi. Kor tiipiine bu asamada numune yerine distile su
eklendi. Daha sonra 100 pl enzim ¢ozeltisi eklenerek tiipler 25 "C’de karanlikta 20
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda kor ve numune tiiplerine 1 ml
CuCl, c¢ozeltisi  eklenerek  reaksiyon  sonlandirildi.  Olusan  formazonun
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-1200, Kyoto, Japan) 560 nm’deki absorbans
degerleri okundu. Saf SOD enzimi kullanilarak hazirlanan aktivitesi belli standart enzim
cozeltileri kullanilarak hazirlanan % inhibisyon-log SOD grafigi yardimiyla

numunelerin SOD aktivite diizeyleri hesaplandi.
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Sonuclarin Hesaplanmasi:

Once asagidaki formiilden % inhibisyonlar hesaplandi.

A(kor) — A(numune/standart)
% Inhibisyon = X %100
A(kor)

Standart calismalardan elde edilen SOD aktivitesine karsi % inhibisyon
degerleri grafige gecirildi. Cizilen hiperbolik SOD caligma grafigi lineer olmadigindan
logaritmik transformasyon uygulanarak grafik yeniden c¢izildi (grafik 2). Bu grafikte x
eksenine standart SOD degerlerinin (U/ml) logaritmik doniisiim degerleri, y eksenine
standartlara ait % inhibisyon degerleri konuldu. Grafikten yararlanarak numunelere ait
% inhibisyona karsilik gelen SOD degerleri hesap edildi. Sonuglar U/mg protein

cinsinden ifade edildi.

SOD Std Grafigi Y = 43.719x + 18,96
R2 = 0,9749
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Grafik 2: SOD standart caligmasi logaritmik grafigi
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3.2.4. Katalaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

Katalaz, katalitik aktivitesiyle hidrojen peroksiti, dekompoze ederek su ve

molekiiler oksijene doniistiirmektedir.

KATALAZ
2H202 % 2H20 + 02

Hidrojen peroksit (H,O,) 240 nm’de maksimal absorbans veren bir molekiildiir.
Deney ortamina ilave edilen H,O,’nin katalaz tarafindan su ve oksijene parcalanmasi
240 nm’de absorbans azalmasi ile izlenebilmektedir. Absorbansta gbézlenen bu azalma

tizerinden ortamdaki katalaz enzim aktivitesi hesap edilebilmektedir (125).

Kullanilan reaktifler:
1. 50 mM pH 7.0 olan fosfat tamponu hazirlanir.

2. Hidrojen peroksit ¢ozeltisi: pH 7.0 fosfat tamponuna, spektrofotometrede

0.500 absorbans degeri verecek kadar H,O; ilave edilerek hazirlandi.

Deneyin Yapihs::

Spektrofotometre (Shimadzu,UV-1200, Kyoto, Japan) 240 nm’ye ayarland1 ve
fosfat tamponu ile sifir absorbansa ayarlandi. 1ml’lik kiivete 1000 pL hidrojen
peroksitli fosfat tamponu ve 50 uL. numune ilave edilerek hizla karistirip absorbansi
okundu, bu baslangi¢c absorbans degeridir. Daha sonra 60 saniye siireyle absorbans
azalmasi takip edildi. Siirenin sonunda okunan absorbans degeri kaydedildi. Sonuglar

U/mg protein cinsinden ifade edildi.
Sonuclarin Hesaplanmasi:

1 U Katalaz Aktivitesi: 1 dakikada katalaz tarafindan dekompoze edilen H,O,’in

pumol cinsinden miktaridir.
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AAbs/t x V x 10°

U/L =

ExLx Vs

A Abs : Okunan absorbans degisimi

t : Olciim siiresi ( 1 dak)

V, : Total hacim ( 1 ml)

Vs : Kullanilan numune hacmi ( 0.05 ml)

E : Molar absorpsiyon katsayisi (39.4 M em™)
L : Isik yolu ( 1 cm)

10° : Molii mikromole doniistiirme carpani.

3.2.5. Glutatyon Peroksidaz Enzim Aktivitesinin Olciilmesi

GPx, rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksitin suya doniisiimiinii
katalizleyen bir enzimdir. Reaksiyon sonunda rediikte glutatyon (GSH) okside forma
doniisiirken, hidrojen peroksit ise suya katalizlenir. Olusan okside glutatyonun (GSSG)
tekrar kullanilabilmesi i¢in okside glutatyonun rediikte glutatyona doniismesi gerekir.
Bu dontisiim, ortamda NADPH ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimi varliginda
gerceklestirilir. Bu durumda NADPH okside formu olan NADP’ye cevrilirken okside

glutatyon rediikte forma doniistir.

GSH-Px
H,O, + 2GSH GS-SG + 2H,0

GR
GS-SG + NADPH + H" ____ 5 NADP' + 2GSH
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NADPH 340 nm’de maksimal absorbans gosteren bir maddedir. Glutatyon
rediiktaz katalizi devam ettikce, ortamdaki NADPH miktar1 giderek azalacak ve buna
paralel olarak 340 nm’de absorbans azalmasi meydana gelecektir. Birim zamanda
absorbanstaki azalma hiz1 ortamdaki glutatyon peroksidaz aktivitesi ile dogru orantili

olacaktir (126).

Kullanilan reaktifler:

1.5 mM EDTA iceren 50 mM pH 7’lik fosfat tamponu

2. 150 mM GSH EDTA’11 fosfat tamponunda ¢oziildii.

3. 1 M NaN;3 EDTA’ fosfat tamponunda ¢6ziildii.

4.3 mM NADPH EDTA’l1 fosfat tamponunda ¢6ziildii.

5. 50 mM H,0, EDTA’L fosfat tamponunda ¢6ziildii.

6. 100 U/ml GSH-Rediiktaz olacak sekilde enzim ¢ozeltisi hazirlandi.

Deneyin Yapilisi:

Kor tiipiine 2.680 ml, test tiiplerine 2.670 ml EDTA’l1 fosfat tamponu, 0.1 ml
rediikte glutatyon, 0.1 ml NADPH, 0.01 ml glutatyon rediiktaz, 0.01 ml NaN; ve 0.01
ml 10 kat diliie edilmis numune ilave edildikten sonra 30 dk oda 1sisinda inkiibe edildi.
Spektrofotometre 340 nm’de fosfat tamponu ile sifirlandi. Siirenin sonunda her tiipe 100
pl H,O, ilave edilip reaksiyon baslatildi ve hemen kiivetler spektrofotometreye konarak
3 dk siireyle absorbans azalmasi takip edildi. Absorbans azalmasinin bu siire icerisinde

tam olarak lineer oldugu goriildii.

Sonuclarin Hesaplanmasi:

1 U GPx Aktivitesi: 1 dakikada okside olan NADPH’in pumol cinsinden

miktaridir.

AA/t x Vi x 10°

U/L (umol/dk/L) =
ExVsxL
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E = NADPH’n tiiketim katsay1s1 (6.22 10° M cm™)
Vt = Total reaksiyon hacmi

Vs = Total reaksiyon i¢indeki numune hacmi

L = Kiivet ¢ap1

AA/t = Dakikadaki absorbans degisimi

10° = Moliin mikromole cevrilmesi

Spesifik aktivite icin bulunan sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

3.3. istatistiksel Analiz

Bu calismanin istatistiksel analizleri SPSS 10.0 paket programi kullanilarak
yapildi. Istatistiksel anlamlilik sinir1 p<0,05 olarak alindi. n sayilan kiiciik oldugu icin
(genel olarak<20) ve yapilan normal dagilima uygunluk testlerinde veriler normal

dagilima uygunluk gostermediginden non-parametrik testler kullanilmagtir.

Gruplarin biitiin olarak karsilastirilmasinda grup sayis1 2’den fazla oldugunda
Kruskal Wallis Varyans analizi, 2 grubun karsilastirllmasinda Mann Whitney U testi
kullanilmistir. Dolayisiyla, Kruskal Wallis Varyans analizi sonucunda gruplar arasinda
fark bulundugu zaman bu farkin hangi ikili karsilastirmalardan kaynaklandigini ortaya

koymak icin Mann Whitney U testi yapilmistir.
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4. BULGULAR

Bu calismada, radyoterapi uygulanan farkli yas gruplarindaki ratlarin beyin
dokusunda olusan lipid peroksidasyon diizeyleri ve antioksidan enzim aktiviteleri
arastirildi. Bu amagla 1, 4, 12 haftalik ve 1 yasinda olan 35 adet Wistar albino tiirii
erkek ratlarin total beyin homojenatlarinda SOD, CAT, GSHPx enzim aktiviteleri ve
MDA diizeyleri ol¢iildii. Bu calismada elde edilen sonuglar tablo 4’de ve ayrica
grafikler halinde sekil 11-14’de gosterilmistir.
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Tablo 4. Deney gruplarinda beyin dokusu SOD, CAT, GSHPx aktiviteleri ile MDA diizeyleri.

YAS SOD GSHPx CAT MDA AGIRLIK
(U/mg protein) (U/mg protein) (U/mg protein) (nmol/mg protein)

Grup I 0,384 +4,130.10°*™ 0,222 +2,589.10°*" 1158,74 + 53,05 ™4 2,651 +0,424 15-20 gr
(1 Haftahk, n=10)
Grup II 0,623 +3,096.10~ ¢ 0,165 +5,517.107*¢ 459,52 +39,3 € 2,659 +0,438 45-50 gr
(4 Haftahk, n=10)
Grup III 0,613 +3.363.10~ 0,188 +5,349.10° 354,017 +37,52¢ 2,498 + 0,359 200-250 gr
(12 Haftalik, n=10)
Grup IV 0,502 + 4,693.10 0,206 + 2,878.10~ 688,8 + 145,56 3,560 + 0,823 * 300-350 gr
(1 yas, n=5)
Kontrol I 1,061 + 0,560 0,844 + 0,564 1640,18 + 575,56 1,783 + 0,436 15-20 gr
(n=5)
Kontrol II 0,528 +3,744.10° 0,330 + 8,860.10~ 406,49 + 46,62 1,371 £ 0,184 45-50 gr
(n=5)
Kontrol III 0,521 +3,112.10~ 0,176 +7,153.10° 437,06 + 58,96 2,35 +0,384 200-250 gr
(n=5)
Kontrol IV 0,557 + 3,464.10~ 0,245 +5,846.10~ 450,71 +31,20 0,869 + 4,726.10°° 300-350 gr
(n=5)

Bulgular X + SE olarak verilmistir. n=numune sayisi

a: Kontrolii ile karsilagtirildiginda (p<0,05), b: Grup Il ile karsilastirildiginda (p<0,05), e¢: Grup 111 ile karsilastirildiginda (p<0,05)

d: Grup IV ile karsilastirildiginda (p<0,05)
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4.1. Beyin Dokusu SOD Aktiviteleri

Gruplara gore SOD dagilimi
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Grafik 3: Kontrol grubu ve radyoterapi uygulanan deney gruplariin SOD aktivitesi

yOniinden karsilagtirilmasi.

Tablo 4 ve grafik 3’de gosterildigi gibi 1 haftalik ratlarin kontrollerine gére SOD
aktivite farki anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). 4 haftalik ratlarin 1 haftalik ve 1
yasindaki ratlar ile arasindaki fark anlamli olarak yiiksek bulundu, 12 haftalik ratlar ile
arasinda fark bulunmadi (p<0,05). 12 haftalik ratlar kontrolleri ile karsilastirildiginda
arasindaki fark anlamli degildi, 6te yandan 12 haftalik ratlarin 1 haftalik ratlar ile
arasindaki fark anlamli olarak bulundu (p<0,05). 4 haftalik ratlarin kontrolleri ile
karsilastirilmas1 sonucunda bulunan fark istatistiksel olarak anlaml degildi (p<0,05). 1
yasindaki ratlarin SOD aktivitesi 1 haftalik ratlara gore yiiksek olmasina karsin bu
farkin istatistiksel olarak anlami yoktur (p<0,05). 1 yasindaki ratlarin kontrolleri ile
karsilagtirilmast sonucunda ise farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig bulundu

(p<0,05) .
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4.2. Beyin Dokusu CAT Aktivitesi

Gruplara gére CAT Dagilimi
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Grafik 4: Kontrol grubu ve radyoterapi uygulanan deney gruplarinin CAT aktivitesi

yoniinden karsilagtirilmasi.

Tablo 4 ve grafik 4’de gosterildigi gibi deney gruplarinin hepsinin kontrolleri ile
karsilastirlldiginda aralarindaki CAT aktivite fark: istatistiksel olarak anlamli degildi
(p<0,05). 4 haftalik ratlarin, 12 haftaliklarla arasindaki CAT aktivite farki anlamh
olarak yiiksek bulundu (p<0,05). 1 haftaliklarin da 4 haftaliklara gore arasindaki fark
anlamli olarak yiiksek bulundu. 4 haftaliklar ile 1 yasindaki ratlar arasindaki CAT
aktiviteleri farkli degildi (p<0,05). 12 haftalik ratlarin, 1 haftalik ve 1 yasindaki ratlar
arasindaki CAT aktivite farki anlamli olarak diisiik bulundu (p<0,05). 1 haftalik ratlarin
CAT aktivitesi 1 yasindaki ratlarinki ile karsilastirildiginda aralarindaki farkin anlamli
olarak yiiksek oldugu bulundu (p<0,05).
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4.3. Beyin Dokusu GSHPx Aktivitesi

Gruplara gére GSHPx Dagilimi
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Grafik 5: Kontrol grubu ve radyoterapi uygulanan deney gruplarinin GSHPx aktivitesi

yoniinden karsilagtirilmasi.

Tablo 4 ve grafik 5’te gosterildigi gibi 4 haftalik ratlarin kontrolleri ile
karsilastirlldiginda GSHPx aktivite farkinin anlamli olarak diisiik oldugu bulundu
(p<0,05). 4 haftalik ratlarin GSHPx aktivitesi, 12 haftaliklarinkine gore anlaml olarak
diisiik bulundu (p<0,05). 4 haftalik ratlarin 1 haftalik ratlarla karsilastirildiginda GSHPx
aktivitesinin anlamli olarak diisilk oldugu bulundu, 1 yasindaki ratlarin GSHPx
aktivitesine gore ise farkli olmadig bulundu (p<0,05). 12 haftalik ratlar ile kontrolleri
arasindaki GSHPx aktivite farki anlaml degildi (p<0,05). 1 haftalik ratlar ile kontrolleri
arasindaki GSHPx aktivite farki anlamli olarak diisitk bulundu (p<0,05). 1 yasindaki

ratlar ile kontrolleri arasindaki GSHPx aktivite fark: ise anlamli degildi.
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4.4. Beyin Dokusundaki MDA Diizeyleri

Gruplara goére MDA Dagilimi
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Grafik 6: Kontrol grubu ve radyoterapi uygulanan deney gruplarinin MDA diizeyleri

yOniinden karsilagtirilmasi.

Tablo 4 ve grafik 6’da gosterildigi gibi 1 haftaliklarin MDA diizeyi kontrollerine
gore yiiksek olmasina karsin bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p<0,05). 4
haftalik ratlar ile kontrolleri karsilastirildiginda MDA diizeylerinin anlamli olarak
yiiksek oldugu bulundu (p<0,05). 1 haftalik ve 4 haftaliklarin MDA diizeyleri ise farkli
degildi (p<0,05). 12 haftaliklarin MDA diizeyleri kontrollerine gore farkli degildi
(p<0,05). 1 yasindaki grubun MDA diizeyleri kontrollerine gore anlamh olarak yiiksek
bulundu (p<0,05). 1 yasindaki ratlarin MDA diizeyleri diger yastaki gruplarin hepsine
gore yliksek bulunmasina karsin bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu

(p<0,05).
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S. TARTISMA

Bu calismada, kanser tedavisinde son yillarda yaygin olarak kullanilan tedavi
stratejilerinden biri olan radyoterapinin tedavi edici etkisinin yam sira yarattigi oksidatif
stres nedeniyle organizmada oksidatif hasar olusturup olusturmadigi ve varsa, bu

hasarin yasla ne ol¢iide degistigi arastirild.

Hemen hemen tiim tedavi yaklasimlarinin birtakim olumsuz etkileri
bulunmaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi de beraberinde bir¢ok komplikasyon riski
tasimaktadir ve hala bu riskleri ortadan kaldirmaya yonelik ¢alismalar biiyiik bir hizla
devam etmektedir. Radyoterapi uygulamalarinda 1sin yolu iizerindeki hiicrelerde ve
uygulamanin  yapildigit dokunun yakin c¢evresinde oksidatif hasar olusumu
kacimilmazdir. Biliyoruz ki, iyonize radyasyon canli dokularda molekiiler ve hiicresel
diizeylerde, fiziksel, kimyasal ve biyolojik c¢esitli degisikliklere yol acar. Bu
degisiklikler, maruz kalinan iyonize radyasyonun cinsine, miktarina ve siiresine bagl
olarak gecici (onarilabilen) veya kalict (onarilamayan) degisiklikler olabilir (99). Bu
noktada, olusabilecek oksidatif hasarin siddetinin ve tiiriiniin ortaya konmasi1 6zellikle
onemlidir. Aksi takdirde bir yandan mevcut tiimér tedavi edilmeye ¢alisilirken yeni bir
kanserlesme siirecinin baslangic safthasinin temeli atilmig olabilir. Calismamizda
kullanilan ratlar “teleterapi” adi verilen teknikle belli bir uzakliktan Co-60 radyoaktif
elementinden yayimlanan iyonize radyoaktif isinlara maruz birakilmistir (111).
Olusmas1 muhtemel olan oksidatif hasarin kaynagi bu teknikte kullanilan iyonize
radyasyonun olusturdugu ROT’lardir (107). Ote yandan kullanilan ratlarin yaslar 1
haftalik, 4 haftalik, 12 haftalik ve 1 yasinda gruplar olusturacak sekilde secildi. Bu
yaklagim, 1 haftalik ratlarin, insanlarda yeni dogana, 4 haftalik ratlarin ergene, 12
haftalik ratlarin erigskine ve 1 yasindaki ratlarin yasliya tekabiil edebilecegi varsayimina
dayanmaktadir. Literatiirde ratlar iizerinde yapilan calismalarin insanlara uyarlanarak
yorumlanmasinda benzer gruplandirmalarin  kullamildigi arastirmalar mevcuttur
(127,128). Bu sayede elde edilen bulgularin yasa bagl degisimini de degerlendirme
imkan1 bulabilecegimizi planladik. Oksidatif hasarin degerlendirilmesinde ise lipid
peroksidasyonunun gostergelerinden biri olan MDA diizeyleri ile antioksidan enzim
sisteminin bilesenlerinden SOD, CAT ve GSHPx aktivitelerini sectik. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda oksidatif hasarin degerlendirilmesinde kullanilan parametre

sayisinda Onemli gelismeler dikkati cekmektedir. Protein oksidasyon iiriinleri, 8-
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oxoguanin diizeyi ya da ilgili enzimlerin mRNA diizeylerinin yeni gelistirilen
tekniklerle ol¢iilmesi gibi (129,130,131,132). Bu konudaki bundan sonraki ¢alismalarda
molekiiler diizeydeki analizlerle benzer parametrelerin Ol¢iilmesi ve oksidatif hasarin

molekiiler diizeyde degerlendirilmesi faydali olabilir.

Sonuglart degerlendirirken gruplart hem kendi kontrol gruplar ile hem de diger
yas gruplari ile karsilastirdik. Istatistiksel analiz verileri gostermektedir ki yeni dogan
ve yasl rat gruplarinda antioksidan parametreler agisindan istatistiksel olarak anlamli
fark gozlenirken (p<0,05), ergen ve eriskin gruplarinda ise gozlenen farklar genelde

anlam icermemektedir (p<0,05).

Insanlarda yeni dogana karsilik gelecegini diisiinerek calismaya dahil ettigimiz 1
haftalik ratlarda SOD aktivitesi, kontrole gore énemli Olciide azalmistir. SOD enzimi,
siiperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumludur (72). Iyonize radyasyon
nedeniyle konsantrasyonu artan serbest oksijen radikalleri, bir yandan SOD tarafindan
dismute edilirken bir yandan da SOD enziminin protein yapisi iizerinde birtakim
hasarlar olusturmaktadir. Bu hasarlar zamanla enzimin {i¢ boyutlu konformasyonunda
degisimlere neden olarak enzimi aktivite kaybina ugratabilir. Turnover’r azalan SOD
enziminin aktivite kayb1 organizma tarafindan gen diizeyinde iist diizenleme (up
regulation) mekanizma ile kompanse edilebilir (131,132). Yani enzimin mRNA
ekspresyonu gen diizeyinde artabilir ve bu da enzim sentezinin artmasinm saglar, ancak
bu yolun yeni doganda heniiz tiimiiyle islerlik kazanmis bir mekanizma olmayisi
nedeniyle aktivite kaybinin tolere edilememis olmasi muhtemeldir. Bulgularimizda bu
yondedir. Ancak bu hipotetik yaklasimin, beyin dokusundaki SOD mRNA diizeyinin
Olciilmesi ile ya da immiinohistokimyasal tekniklerle enzimin doku kesitlerinde
boyanmasi ile desteklenmesi gerekmektedir. 1 haftalik ratlarin SOD aktivite diizeyleri
diger yas gruplariyla da kiyaslandiginda anlamli bir sekilde diisilk oldugu goze
carpmaktadir. SOD aktivitesi ergen, eriskin ve yaslhlarda daha yiiksek bulunmustur.
Tulunoglu ve arkadaglarinin yapmis olduklar bir ¢alismada ergenlik ve eriskinlige
dogru artan yas ile antioksidan kapasite arasinda pozitif bir korelasyon oldugu rapor
edilmistir (133). Buna karsin bircok literatiir bulgusu, olgunlasma sonrasi1 yaslanmayla
birlikte antioksidan kapasite ile artan yas arasinda negatif bir korelasyon bulunduguna

isaret etmektedir (128,129,131). Literatiir bulgularina bakildiginda antioksidan sistemin
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farkli yas gruplarindaki dagilimina iligkin bulgular ¢ok tutarli gériinmese de yasamin ilk
evrelerinde ve yaslilikta genel olarak ergenlik ve erigkinlik donemlerine kiyasla daha
diisiik bir antioksidan kapasite varligi dikkat cekmektedir. Guemouri L. ve arkadaslar
insanlar iizerinde yapmis olduklart bir calismada 4-97 yas araliginda degisen gruplarin
plazma ve eritrosit i¢i antioksidan enzim diizeylerini Glgmiisler ve 14-65 yas arasi
eriskin gruplarda antioksidan sistemin daha stabil oldugunu, 14 yas altindaki ve 65 yas
iistiindeki yas gruplarinda ise anlamli bir azalmanin var oldugunu rapor etmislerdir
(134). Yasamin bu dénemlerinde sistemin yetersizliginin yan1 sira zaman zaman maruz
kalman oksidatif stres kaynagi etkenlere karsi organizmanin yanitinin da yeterli
olamadigi bilinmektedir. Bunun muhtemel nedeni yeni doganda sistemin heniiz tiimiiyle
oturmamis olmasi, yashlarda ise yashlikla ilgili cereyan eden bir¢ok mekanizma
nedeniyle pek cok fizyolojik yanit yolagimin kiintlesmesi gosterilebilir. Bu durum
bulgularimiza yansimistir. 1 haftalik ratlarda radyoterapiye bagli olusan oksidatif hasar
nedeniyle meydana gelen aktivite kayb1 diger gruplardan daha dramatiktir ve tolere
edilememis goriinmektedir. 1 haftalik grup disinda, SOD aktivitesinde kontroliine gore
ikinci azalma 1 yasindaki ratlarda goriilmektedir. Bu grupta SOD aktivitesinde dikkat
cekici bir azalma goriilmesine ragmen fark kullanilan istatistiksel testlere gore anlaml
bulunamamistir. Yeni dogan ve yash grubunun aksine sirasiyla ergen ve erigkin olarak
nitelendirebilecegimiz 4 ve 12 haftalik rat gruplarinin her ikisinde de radyoterapi
sonrast SOD aktivitelerinde azda olsa artis goze c¢arpmaktadir. Organizmada
antioksidan sistemin ihtiya¢ halinde tetiklenebildigi, olusan radikallerin baslangicta
antioksidan enzimlerin sentezinden sorumlu genlerin expresyonunu arttirdigi
bilinmektedir. Kinoshita A. ve arkadaglar hiicre kiiltiir ortaminda yapmis olduklar1 bir
caligmada olusturulan oksidatif stresin SOD enzimi mRNA ekspresyonunu
indiikledigini rapor etmislerdir (135). Niwa Y. ve arkadaslar1 da l6kosit hiicreleri
tizerinde gerceklestirdikleri ¢calismalarinda benzer sekilde SOD, GSHPx ve CAT enzim
sentezinin indiiklendigi yoniinde bulgular elde etmislerdir (136). Bu mekanizmanin bu
iki grubun SOD diizeylerindeki artigta etkili olabilecegini, bu yanmitin yeni dogan ve

yasli rat gruplarinda yeterince olusmadigini diisiiniiyoruz.

Glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleri peroksidatif ajanlarin (hidrojen
peroksit ya da lipid peroksitleri gibi) detoksifikasyonundan sorumlu iki enzimdir.

Oksidatif stres varliginda ilk antioksidan savunmanin GSHPx tarafindan verildigi,
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oksidatif stresin artti@i durumlarda ise CAT inda GSHPx aktivitesine katki sagladigi
ileri siiriilmektedir (137). Calisma gruplarimiz icerisinde GSHPx’da en dramatik azalma
SOD aktivitesinde oldugu gibi 1 haftalik rat grubunda gerceklesmistir. Istmanin tek doz
olmasi olusan peroksitlerin sadece GSHPx aktivitesiyle tolere edilebildigini
diisiindiirmektedir, ancak her ne kadar istatistiksel olarak anlamli bulunmasa da 1
haftalik rat grubunun CAT aktivitesinde de dikkat ¢ceken bir azalma gbze carpmaktadir.
Her iki enzim bir yandan iyonize radyasyon sonucu olusan serbest radikallerin
olusturdugu peroksitleri detoksifiye ederken, bir yandan da SOD aktivitesi siiresince
olusan hidrojen peroksitin de ortamdan temizlenmesinde rol oynamislardir. Ciinkii SOD
enzimi bir yandan siiperoksiti dismute ederken bir yandan da H,O, olusturmaktadir. Bu
nedenle bu iki enzimin aktiviteleri, SOD aktivitesi araciligiyla devaml olarak hidrojen
peroksit olustugundan, bir siireklilik gostermek durumunda olup aktivite boyunca
turnoverlarinin  azalmast kaginilmaz olacaktir. Ciinkii sentezlenen bir enzimin
organizmadaki yasam siiresi boyunca etki edebilecegi substrat miktar1 sinirlidir. Yogun
aktivite dogal olarak enzimin yasam siiresini kisaltacaktir. Ozellikle bu tip redoks
reaksiyonlarini kataliz eden enzimlerde, substrat molekiiller ¢cogunlukla oksidan tiirler
oldugundan, yogun aktivite, protein yapisindaki enzim molekiiliinii olusturan
aminoasitlerin yan gruplarinda oksidasyonlara ve konformasyon degisikliklerine neden
olacaktir. Ozellikle oksidasyona ugrayan aminoasitlerin enzimin aktif merkezinde yer
almasi enzim aktivitesinde ciddi azalmalar olusturur. Literatiirde oksidatif hasara baglh
olarak protein yap1 hasar1 ve enzim turnoverlarimin azalmasi yoniinde bulgular iceren
cok sayida aragtirmaya rastlamak miimkiindiir (138,139,140,141). Bu noktada olusan
hasarlar 6nemli diizeye ulasmamigsa tamir sistemleri tarafindan (O6rnegin; protein
karboksimetil transferaz: spontan olarak gelisen atipik proteinlerin tamirinde rol oynar)
ortadan kaldirilabilir (142,143), ancak olusan hasarin yogun olmasi enzimatik aktiviteyi
onemli Olciide inhibe eder ya da enzimin tiimiiyle inaktif olmasina neden olur. GSHPx
ve CAT icin de ergen ve eriskin rat gruplarinda onemli degisimler olmadigin
gormekteyiz. Aktivite kayiplart 1 haftalik ve 1 yasindaki ratlarda daha belirgindir. Bu
durumda yeni dogan ve yash ratlarda GSHPx ve CAT igin ya hasarlanan proteinler
yeterince tamir edilememektedir ya da aktivite kayb1 enzim sentezinin arttirtlmasi

yoluyla yerine konulamamaistir diyebiliriz.
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Lipid peroksidasyonunun son iiriinii olan malondialdehit oksidatif stresin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan 6nemli markirlardandir. Genel kanti,
olusan oksidatif stresin neden oldugu lipid peroksidasyonu sonucu MDA diizeylerinin
artacagl yoniindedir ve literatiirde bu yaklasimi destekleyen cok sayida caligmaya
rastlamak miimkiindiir (144,145,146,147). Bizim bulgularimizda genel olarak bu yénde
olup biitiin gruplarda artis saptanmistir, ancak en ciddi fark yine 1 yasindaki rat
grubunda gozlenmektedir. Bu durum 1 yasindaki rat grubunda antioksidan enzim
sistemlerindeki aktivite kaybinin diger gruplara oranla daha fazla olmasi ile uyumlu bir
sonuctur. Dogal olarak antioksidan kapasitenin azalmasi sonucu ortamdan yeterince
temizlenemeyen radikal molekiiller daha fazla lipid peroksidasyonuna neden olacaktir.
Bir diger nokta ise, olusan aldehit yapili molekiillerin aldehit dehidrogenaz enzim
sistemi tarafindan metabolize edilebilme yeteneginin kisitli olma ihtimalidir (148,149).
Yashlikla birlikte bazal metabolizma hiz1 ve bir ¢cok metabolik prosesin yavasladigi ve
fizyolojik kapasite kaybi bilinen bir gercektir. Bu baglamda, yash gruptaki MDA
yiiksekliginin daha dramatik olmasi hem radikallerin hem de olusan aldehit yapili
molekiillerin yeterli hizda temizlenememis olmasina isaret etmektedir. Ote yandan
iyonize radyasyonun tiim gruplarda MDA diizeylerinin artmasina neden olmasi

radyoterapi kullaniminda g6z ardi edilmemesi gereken bir noktadir.

Sonug¢ olarak radyoterapi teknigi, kullanilan iyonize radyasyon nedeniyle
antioksidan sistemleri etkilemekte ve doku MDA diizeylerini artirmaktadir. Antioksidan
sistemdeki ve MDA diizeylerindeki degisikliklerin 1 haftalik ve 1 yasindaki ratlarda
daha dramatik oldugunu ve bu durumun yeni dogan ratlarda heniiz bircok sistemin tam
olarak yerlesmis olmayisindan ve 1 yasindaki (yasl) ratlarda ise yaslanmaya bagh
olarak ortaya ¢ikan fizyolojik kapasitedeki kayiplardan kaynaklandiginmi soyleyebiliriz.
Kullanilan 151n 8 Gray ve tek doz olup ¢ok yiiksek olmamakla birlikte yine de canh
sistem iizerinde enzimatik aktivite kayb1 ve lipid peroksidasyonu gibi birtakim olumsuz
etkilere neden olmustur. Buna ragmen bu etkiler, kanser tedavisinde onemli ve etkili bir
silah olan radyoterapi teknigini yarar/zarar iliskisi acisindan siiphe altinda birakacak bir
diizeyde degildir. Ozellikle ergen ve eriskin popiilasyonda kiimiilatif dozun 8 Gray’e
esdeger dozlarda oldugu radyoterapi uygulamalarinin giivenli oldugunu, ancak
ozellikle yasli hastalarda yiiksek oranda lipid peroksidasyonuna neden oldugundan

tedavi boyunca ekzojen bir antioksidanla (E vitamini, melatonin, likopen gibi) sistemin
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desteklenmesinin yararli olabilecegini diisiinmekteyiz (150,151,152). Calismamizin
bundan sonraki adimin1 hem oksidatif stresin molekiiler diizeyde ortaya konmasi hem
de uygulama yapilan ratlarda organizmanin antioksidan bir ajanla desteklenmesiyle elde

edilecek bulgularin degerlendirilmesi olusturacaktir.

6. SONUC VE ONERILER

8 Gray dozda tiim viicut radyoterapisi uygulanan ratlarin beyin dokusunda
iyonize radyasyona bagh olarak antioksidan sistemler etkilendi ve doku MDA diizeyleri
artti. Antioksidan sistemlerdeki ve MDA diizeylerindeki degisikliklerin 1 haftalik ve 1
yasindaki ratlarda daha fazla oldugu bulundu. Ergen ve eriskin popiilasyonda bu dozda
radyoterapi kullaniminin giivenli oldugunu, fakat yash bireylerde yiiksek diizeydeki
lipid peroksidasyonundan dolay1 tedaviye destek olarak ekzojen bir antioksidanin

kullanilmasinin yararl olabilecegini diisiiniiyoruz.
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TUM VUCUT RADYOTERAPISININ FARKLI YAS GRUPLARINDAKI
RATLARDA BEYIN DOKUSU LiPiD PEROKSIDAYONU VE ANTiOKSIiDAN
SiISTEM PARAMETRELERI UZERINE ETKIiLERI

7. OZET

Radyoterapide kullanilan iyonize 1sinlar organizmada doza ve 1sinlama siiresine
bagh olarak serbest radikallerin olusmasina ve oksidatif strese neden olurlar. Reaktif
oksijen tiirlerinin  olusturdugu oksidatif stres, kardiyovaskiiler hastaliklar,
norodejeneratif bozukluklar, yaslanma ve kanser gibi bircok hastalifin etiyolojisinde
etkili oldugu diisiiniilmektedir. Bu calismada, kanser tedavisinde yaygin olarak
kullanilan radyoterapinin ratlarin beyin dokusunda olusturdugu lipid peroksidasyonunun
ve antioksidan sistem parametrelerinin diizeylerinin yasa baglh degisiminin ve bu
parametrelerin birbirleri ile iliskilerinin arastirilmas1 amaglandi.

Bu caligmada 35 adet Wistar albino tipi erkek ratlar, 1 haftalik (n=10), 4 haftalik
(n=10), 12 haftalik (n=10) ve 1 yas (n=5) olmak iizere dort gruba ayrildi. Tiim gruptaki
ratlara Co-60 cihaz1 ile 8 Gy tek fraksiyon radyasyon uygulandi. Sakrifiye edilen
ratlarin beyin dokular1 fosfat tamponu ile homojenize edildi. Homojenatlarin yaris ile
MDA ol¢giimii yapildi. Diger yarisindan elde edilen siipernatant ile protein miktar
tayini, SOD, CAT, GSHPx aktivite tayinleri yapildi. SOD aktivitesinin, 1 haftalik
ratlarda anlamli derecede azaldigi, diger gruplarda anlamli olmasa da azalmanin
olustugu bulundu (p<0,05). GSHPx ve CAT aktivitesindeki azalma 1 haftalik ve 1
yasindaki ratlarda daha belirgindir. Ergen ve erigkin ratlarda 6nemli de§ismeler olmadi
(p<0,05). MDA diizeyinde tim yas gruplarinda artma gozlendi. En yiiksek MDA
diizeyinin yash ratlarda oldugu bulundu (p<0,05).

Sonug olarak radyoterapi tekniginde kullanilan iyonize radyasyon antioksidan
sistemleri etkilemekte ve doku MDA diizeylerini arttirmaktadir. Bu degisiklikler 1
haftalik ve 1 yagindaki ratlarda daha fazladir. Bu durumun yeni dogan ratlarda heniiz
bircok sistemin tam olarak yerlesmis olmayisindan ve yash ratlarda ise yaslanmaya
bagh olarak ortaya ¢ikan fizyolojik kapasitedeki kayiplardan  kaynaklandigimi
sOyleyebiliriz.

Anahtar kelimeler: Radyoterapi, Serbest radikal, Yaslanma, Antioksidan sistemler,

Lipid peroksidasyonu.
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EFFECTS OF WHOLE BODY RADIOTHERAPY ON LIPID PEROXIDATION
AND ANTIOXIDANT SYSTEM PARAMETERS OF BRAIN TISSUES IN
DIFFERENT AGED GROUPS OF RATS

8. SUMMARY

Exposure of ionizing radiation that is used in radiotherapy caused the production
of free radicals and oxidative stress depending on dose and the time of irradiation in
organism. Oxidative stress produced by reactive oxygen species have been thought to be
effective on the pathogenesis of cardiovascular diseases, neurodegenerative disorders,
aging and cancer. This study aims to find out the age-related changes of lipid
peroxidation and antioxidant system parametres levels produced by radiotherapy that is
widely used on cancer treatment and their connection between each other.

In this study, thirty-five male Wistar albino rats (ages between 1, 4, 12 weeks
(n=10) and 1 year (n=5)) were divided into four groups. For the rats in all groups
irradiation were performed on a Cobalt-60 unit using a single fraction of 8 Gy. The
brain tissues of the rats were homogenized in PBS solution. The homogenate was
divided into two portions. One portion of the homogenate was used for the
measurement of the MDA. The other portion of homogenate was centrifuged. The
supernatant was seperated and used for the measurement of the SOD, CAT, GSHPx and
Lowry protein analyze. The SOD activity decreased significantly in 1 week old rats.
Decreased activities were also seen in the other groups, but it was insignificant
(p<0,05). The decrease in GSHPx and CAT activities was more obvious in 1 week and
1 year old rats than others. No change in enzyme activities of 4 and 12 weeks old rats
was found to be significant (p<0,05). The MDA levels of all groups increased. The
highest MDA levels were seen in 1 year old rats (p<0,05).

Finally, ionizing radiation used radiotherapy have effected antioxidant systems
and increased MDA levels of the tissue. These changes were more in the 1 week and 1
year old rats than others. According to the results of the present study, many systems of
newborn rats don’t run properly and the 1 year old age rats have the loss of
physiological capacities.

Key Words: Radiotherapy, Free radicals, Aging, Antioxidant systems, Lipid

peroxidation.
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