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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

GAMA RADYASYONUN NEDEN OLDUGU iNCE BAGIRSAK HASARINA
KARSI KARNOZIN VE MELATONININ ETKILERI

Hulseyin US

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Biyoloji Anabilim Dah

Genel Biyoloji Programi

Damsman: Dog¢. Dr. Omir KARABULUT-BULAN

Gunidmduzde radyoaktif izotoplarin ve radyasyonun; temel bilim, tip, tarim, endiistri,
enerji ve diger uygulama alanlarinda kullaniligi ¢ok genis boyutlara ulagsmistir. Bu kadar
genis bir kullanim alani olmasina karsin radyasyonun bir¢ok sistem, organ ve doku
uzerine olumsuz etkileri mevcuttur. Bu olumsuz etkiler 6zellikle ince bagirsak gibi
boliinme yetenegi fazla olan hiicrelerde daha yogun olarak goriilmektedir.

Biyolojik materyallerin radyasyona maruz kalmalari, hizli bir sekilde reaktif oksijen
tiirlerinin artigina neden olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerinin organizmadaki olumsuz
etkileri ¢esitli arastirmalar ile ortaya konmustur. Bu sebeple de pek ¢ok c¢alismada, canli
materyalin radyasyona duyarliligint etkileyebilecek antioksidanlar kullanilmistir.
Melatonin, epifiz bezinden salgilanan ve serbest radikalleri azaltabilen gucli bir
antioksidandir. Karnozin ise, p-alanin ve L-histidinin birlesmesi ile meydana gelen bir
noropeptiddir. Karnozin, aktif oksijen radikallerini temizleyen biyolojik fonksiyonuna
bagl olarak antioksidan dzellige sahiptir. Antioksidan 6zelligine ek olarak karnozinin
antiapoptotik ve sitoprotektif 6zellikleri de bulunmaktadir.
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Ince bagirsaktaki radyasyon hasar1 (izerinde melatonin ve karnozin kombinasyonunun
etkileri hakkinda yapilmis herhangi bir ¢aligma rastlanmamistir. Bu ¢alismanin amaci
antioksidan, anti enflamatuvar ve antiapoptotik 06zellikleri bilinen melatonin ve
karnozinin radyasyon ile ortaya ¢ikan ince bagirsak hasarina karsi koruyucu bir
etkisinin olup olmadigmi histolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal
parametrelerin 15181 altinda degerlendirmektir.

Calismamizda, Wistar albino cinsi, 40 adet ergin erkek sigan kullanildi. Deney
hayvanlar1 her birinde 8’er adet sigan bulunan bes gruba ayrildi. Birinci grubu olusturan
kontrol siganlara ve ikinci grubu olusturan radyasyon uygulanan siganlara serum
fizyolojik, liclincli grup sicanlara melatonin, dérdiincii gruba karnozin, besinci gruba da
karnozin ve melatonin ayn1 anda enjekte edildi. Bir hafta boyunca 48 saatte bir olmak
iizere ii¢ kez enjeksiyon yapildi. ikinci enjeksiyondan bir saat sonra kontrol grubu
disindaki diger dort grup 8 Gray total viicut 1ginlamasina maruz birakildi. Jejunumdan
alinan doku 6rnekleri histolojik incelemeler i¢in Bouin fiksatifi ile fikse edildi. Parafin
bloklardan alinan doku kesitlerine Hematoksilen & Eosin, Masson’un {iglii boyasi ve
Periodik Asit Schiff reaksiyonu uygulandi. Formalinde fikse edilmis doku kesitlerine ise
cogalan hiicrelerin niikleer antijeni (PCNA), kaspaz-3 ve timor nekroz faktor-o (TNF-
a) immiinohistokimyasi uygulandi. Biyokimyasal olarak katalaz ve total glutatyon
degerleri ELISA yontemiyle tayin edildi.

Radyasyon uygulamasi ince bagirsak dokularinda histolojik olarak dejeneratif
degisikliklere yol acti. Immiinositokimyasal olarak PCNA pozitif kript hiicre sayisinda
azalis gozlenirken, kaspaz- 3 ve TNF-o pozitif kript hiicre sayisinda artis gozlendi.
Ayrica radyasyon uygulanmasi katalaz ve total glutatyon degerlerinde azalisa sebep
oldu. Melatonin, karnozin ve melatonin + karnozin verilen gruplarda bu bulgular
kontrol bireylerdeki degerlere yakin sonuglar gosterdi. Sonug olarak, eksojen olarak
verilen melatonin, karnozin ve melatonin + karnozinin sitoprotektif, antioksidan,
antiapoptotik, antienflamatuvar ve proliferatif bir etki ile radyasyonun neden oldugu
ince bagirsak hasari tizerinde koruyucu bir roli olabilecegini s6yleyebiliriz.
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Today, application areas of radioactive isotopes and radiation such as basic science,
medicine, agriculture, industry, energy have reached a very large size. Although such a
wide field of radiation, its negative effects on many systems, tissue and organ are
available. These negatively effects are seen as more intense in the rapidly dividing cells
like small intestine, especially.

Radiation exposure to biological materials cause quickly increasing of the reactive
oxygen species (ROS). The negative effects of reactive oxygen species in the organism
has been demonstrated in various studies. For this reason, the antioxidants, which may
affect the sensitivity of the living material to radiation, were used in many studies.
Melatonin is a powerful antioxidant which is secreted from pineal gland and decreased
free radicals. Carnosine is a neuropeptid which is combination of the (-alanine and L-
histidine. It has antioxidant properties depend on its biological function which cleans
active oxygen radicals. In addition to the antioxidant function, carnosine has also the
anti-apoptotic and cytoprotective properties.

There is no study about the effects of combination of melatonin and carnosine on
radiation damage in the small intestine. The aim of this study is to evaluate whether
melatonin and carnosine, which are known as antioxidant, antiinflamatory and
antiapoptotic, have protective effect against radiation-induced small intestine injury, as
histologically, immunohistochemically and biochemically.
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In our study, 40 male adult Wistar albino rats were used. Experimental animals were
divided into five groups which has 8 rats each. Serum physiologic was given to control
rats, which is the first group, and irradiated rats, which is the second group. Melatonin,
carnosine and combination of carnosine and melatonin were injected to the thirth, fourth
and fifth group, respectively. They were injected for three times every 48 hours during a
week. All groups, except control group, were exposed 8 Gray whole body irradiation an
hour after second injection. Tissue samples which taken from jejunum were fixed with
Bouin solution for histological examinations. Tissue sections which taken from paraffin
blocks were stained with Hematoxylin & Eosin (HE), Masson’s trichrome and Periodic
Acid Schiff (PAS) reaction. Tissue sections, which were fixed in formalin, were prepared
for immunohistochemical examinations of proliferating cell nuclear antigen (PCNA),
caspase-3 and tumor necrosis factor- a (TNF-a). Catalase and total glutathione levels
were determined by ELISA as biochemically.

Radiation treatment caused degenerative changes on small intestine tissues,
histologically. Decreasing number of PCNA positive crypt cells and increasing number
of caspase-3 and TNF-a positive crypt cells were observed, immunohistochemically.
Moreover, the radiation treatment also caused decreasing of catalase and glutathione
levels. Findings of the groups which were applied melatonin, carnosine and melatonin +
carnosine showed similar results with values of the control groups. Consequently, we can
say that applying of exogenous melatonin, carnosine and melatonin + carnosine may
have protective effects on radiation-induced small intestine injury.

January, 2014, The number of pages of the thesis: 103

Keywords: Gamma Radiation, Carnosine, Melatonin, Small Intestine.
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1. GIRIS

Yeryiiziindeki biitiin canlilar omiirleri boyunca siirekli olarak, dogal ya da yapay
radyasyon kaynaklarindan yasadiklari ¢evreye yayilan iyonlastirici radyasyonlarin etkisi
altindadirlar. Bu sebeple, s6z konusu radyasyonlarla canli sistemler arasindaki
etkilesimlerin arastirilmasi ve anlasilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Radyasyonun canh
sistem tarafindan absorblanmas: ile baslayan fizikokimyasal degisikliklerle, biyolojik
etkilerin ortaya c¢ikisi arasindaki siire boyunca gelisen olaylarin neler oldugunu

arastirmak, uygulama ve korunma acisindan son derece 6nemlidir (Ozalpan, 2001).

Radyasyonun bircok biyolojik sistem ve organ Uzerine etkileri bulunmaktadir (Mazeron
ve dig., 1998). Radyasyon hasarina en fazla ince bagirsak gibi hiicre yenilenmesi hizli
olan dokularda rastlanir. Ince bagirsakta, 1sinlamayi takiben ortaya ¢ikan degisiklikler
oncelikle, “villus’> ad1 verilen yapilarin ortii epitelinde goriiliir. Son derece proliferatif
olan Lieberkiihn bezi hucreleri siirekli farklilasan, terminal villusa dogru ilerleyen ve
belli bir gelisim sonrast intestinal [imene dokilen hucrelerdir (Guzman-Stein ve dig.,
1989). Radyasyonun temel etki mekanizmasi, DNA’da yaptig1 hasara bagl olarak hiicre
Olimiine yol agmasidir. DNA’daki 6liimciil hasar DNA molekiiliiniin firlatilmis bir
elektron ile direkt iyonizasyonu sonucu meydana gelebilir. Radyasyonun bu direkt
tyonlagtirict etkisi hasarin bir boliimiinden sorumludur. Asil hasar yapan olaylar indirekt
mekanizma ile ortaya cikar. Ortamdaki suyun iyonizasyonuna bagli olarak gelisen
reaktif oksijen tirlerinin (ROS) olusumu DNA’daki 6liimciil hasarin asil sorumlusudur
(Hall, 2000; Ozalpan, 2001).

Gilinlimiizde radyasyona bagli gastrointestinal sistemdeki olumsuz etkilerin azaltilmasi,
hatta ortadan kaldirilmasi igin ¢esitli tedavi yontemlerinin gelistirilmesi amaciyla
deneysel hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢alismalar daha da 6nem kazanmaktadir
(Akpolat, 2007). Antioksidan maddelerin, radyasyon hasarina karsi yararli etkiye sahip
oldugu ileri siiriilmektedir (Neoman ve dig., 2002).



Antioksidanlar, serbest radikallerin sebep oldugu peroksidasyon zincir reaksiyonunu
engelleyici etki gosterirler. Bu etkiyi enzimatik veya enzimatik olmayan yollarla
gerceklestirirler. Enzimatik olmayan antioksidanlardan biri olan melatonin (N-asetil-5-
metoksitriptamin) epifiz bezinden (pineal bez) salgilanan ve serbest radikalleri
azaltabilen giiclii bir antioksidandir (Brzezinski, 1997). Ayrica melatonin antioksidan
enzimlerin aktivitesini ve salinimini artirma yetenegindedir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle
hlicrenin tiim fraksiyonlarina kolaylikla girebilir (Hardeland ve Poeggeler, 2008).
Cesitli caligmalarda doku hasar1 iizerinde melatoninin koruyucu bir role sahip oldugu
gosterilmistir (Ianas ve dig., 1991; Merle ve dig., 2000; Reiter ve dig., 2003; Sarikaya,
2011). Enzimatik olmayan antioksidanlardan bir digeri olan karnozin, -alanin ve L-
histidinin birlesmesi ile meydana gelir (Fujii ve dig., 2003). Karnozin, aktif oksijen
radikallerini temizleyen biyolojik fonksiyonuna bagli olarak antioksidan o6zellige
sahiptir. Hidroksil ve stperoksit radikallerinin ve ¢ok kuvvetli olarak da singlet oksijen
molekiiliiniin temizleyicisidir. Bu 6zelligi nedeniyle beyin, bobrek ve iskelet kas1 iskemi
reperfiizyon hasarinda karnozinin koruyucu etkisi bulunmustur (Zalesova ve Kuleva,
1998; Boldyrev ve dig., 1999; Stvolinsky ve dig., 1999; Stvolinsky ve dig., 2000; Fujii
ve dig., 2003; Fujii ve dig., 2005).

Gama radyasyonunun ince bagirsak iizerine etkilerini arastirdigimiz bu c¢aligmada
Hematoksilen & Eozin (HE), Masson’un {iglii boyas:1 ve Periodik Asit Schiff (PAS)
reaksiyonu uygulanan doku kesitleri histolojik hasar1 degerlendirmek iizere incelendi.
Ayrica apoptotik hiicre Slimiiniin belirteci olarak kullanilan aktif kaspaz-3 enzimi
(Green, 2000), hiicre proliferasyonunun morfolojik 6zelliklerini iyi sekilde gdsteren ve
hiicre ¢ogalma indeksinin belirlenmesi i¢in siklikla kullanilan ¢ogalan hiicrelerin
nikleer antijeni (PCNA) proteini (Sheen-Chen ve dig., 2003), inflamasyonda temel bir
araci sitokin olan ve inflamasyon belirteci olarak kullanilan TNF-a (Tahan ve dig.,
2011) immdunohistokimyasal olarak gosterildi. Antioksidan etkiyi gdzlemlemek igin
total glutatyon (GSH) ve katalaz (KAT) degerleri ELISA yontemi ile tespit edildi.

Caligmamizda, gama radyasyonunun ince bagirsak dokusunda olusturdugu hasarlar1 ve
bu hasarlar Uzerinde melatonin ve karnozinin koruyucu etkilerinin olup olmadigini in

vivo deneysel bir modelle ortaya koymak amaglanmistir. Ayrica ¢alismamizin giinlikk



yasamda maruz kalinan ve tedavide kullanilan radyasyonun olumsuz yan etkilerini

azaltabilme konusunda yapilan ¢aligmalara 151k tutacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. INCE BAGIRSAK

Ince bagirsak son besin sindiriminin, metabolit emiliminin ve endokrin saliniminimn
yapildig: yerdir. Sindirim olay1 sindirim tirlinlerinin epitel hiicreleri tarafindan emildigi
ince bagirsakta tamamlanir. Ince bagirsagin apikal kisminda besinlerin emilimi igin
Ozellesmis emici hiicreler (enterositler) ve aralarinda mukus iiretiminde gorevli goblet
hiicreleri bulunmaktadir. Ince bagirsak mukozasi ii¢ tabakadan olusur; lamina
epiteliyalis, lamina propriya ve muskularis mukoza. Mukozal yuzeyde villus ve
Lieberkihn bezleri (kriptler) olmak tizere iki 6nemli yapi bulunur. Mukozanin emilim
yiizeyini artiran villuslar, kriptleri olusturmak tiizere mukozanin derinliklerine dek
uzanir. Kriptler de villuslarin arasia agilarak ¢okiintiiler olustururlar (Kierszenbaum,

2006) (Sekil 2. 1).

Blylk
sirkiiler
kiveimlar

Villus —

Intestinal
Kript

Mukoza

Duodenal
Bezler

Sekil 2.1: ince bagirsagin genel yapisi.



Ince bagirsagin duodenum, jejunum, ve ileum olmak iizere anotomik olarak (i temel
kismi bulunmaktadir. Duodenum, midenin pilor bélgesinden jejunum ile olan birlesme
kismina kadar uzanmaktadir. Submukoza tabakasinda Brunner bezleri i¢cermesi ve
villuslariin genis, kisa olmasi belirgin 6zelligidir. Brunner bezlerinin bosaltim kanallari
kriptlerin icerisine bosalmaktadir. Jejunumda villuslar daha uzun, kriptler daha derindir.
Submukozada bez bulunmamaktadir. Mikrovilluslarin enzim aktivitesi ve besin
absorbsiyon kapasitesi daha fazladir. Ileum, jejunuma kiyasla villuslarin daha kisa
olmastyla ve iri nodiiller olusturan Peyer plaklariyla ayirt edilir. Jejunuma oranla

besinler, su ve elektrolitlere daha az gegirgendir (Junqueria ve Carneiro, 2009).

2.2. RADYASYON

Icinde bulundugumuz yiizyilda, insanlar teshis ve tedavi amaciyla meslekleri ya da kaza
gibi nedenlerle radyasyona maruz kaldiklarinda, karsilagabilecekleri biyolojik
sonuglarin ne olacagi endisesini tasirlar (Tiirkkani, 2001). Cagdas toplumlarda,
radyasyonlarin ¢esitli sekillerde giderek artan amaclarla kullanilisi, insanlig1 biyolojik
bir risk altina sokmaktadir. Bu riski en aza indirebilmenin ilk sarti, radyasyonun

biyolojik etkilerini 6grenmek ve bu bilgilerin 1s131nda korunmaktir (Ozalpan, 2001).

Son zamanlarda radyoaktif izotoplarin ve radyasyonun temel bilim, tip, tarirm ve
endiistri gibi ¢esitli uygulama alanlarinda kullanilisi ¢ok biiylik boyutlara ulagmistir.
Tipta radyoaktif izotoplar ve radyasyon cesitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde yaygin

olarak kullanilmaktadir (Steel, 1997; Ozalpan, 2001).

Radyoterapi ile bazi kanser tiirlerinin tedavisinde olumlu sonuglar alinmasinin yani sira,
tedavi esnasinda 1gmlanan gevresel normal dokular {izerindeki radyasyona bagli riskleri
de g6z ardi etmemek gerekir (Robbins ve Zhao, 2004; Monobe ve dig., 2005).
Radyasyonun cesitli dokular tzerindeki etkileri; toplam doza, fraksiyon dozu ve
sayisina, tedavi siiresine, dokularin radyasyona duyarliligina, yasa ve cinsiyete baghdir

(Ozalpan, 2001).



Bergonie ve Tribondeau (1906), radyasyonun biyolojik etkilerine dayanan bir hipotezle
“Radyobiyolojinin Temel Kanunu” nu ileri slirmiislerdir. Buna gore, “isinlanan
canlilarda goézlenen biyolojik etkiler, bu hiicrelerin bdliinme kapasiteleri ile dogru,
farklilasma dereceleri ile ters orantilidir”. Radyasyon duyarlili§i agisindan ¢oktan aza
dogru siraladigimizda; hizli boliinen, ancak heniiz farklilasmamis hiicreler olarak
eritroblast, bagirsak Lieberkiithn bezi hiicreleri, spermatogonium ve epidermis bazal
hiicreleri goriliir. Hiicreler farklilastik¢a, radyasyon duyarliliklari azalir (Ozalpan,
2001). “Radyasyona duyarlilik yasasina gore; karaciger, bobrek, kas, beyin, kemik,
kikirdak ve bag dokulari, ergin canlida farklilagsmis oldugundan direngli doku ve
organlart olusturmakta, buna karsin, kemik iligi, ovaryum ve testislerin bolinen
hicreleri, mide-bagirsak ve deri epitel hiicreleri ise radyasyona karsi duyarlilik
gostermektedirler (Steel, 1997). Gastrointestinal sistemde ise radyasyona duyarlilik

duodenumdan rektuma dogru giderek azalmaktadir (Cox, 1994).

Yiksek doz radyasyon (letal doz), DNA zinciri Uzerinde onarilmasi miimkiin olmayan
kiriklar olusturarak hiicre 6liimiine yol agar. Letal dozun altindaysa hiicre bolinmesini
durdurur. Doz diisiikse boliinme bir siire sonra yeniden baslar. Doz arttik¢a boliinmenin
baslama zamani uzar, mitoz sayisi azalir, anormal mitoz sekilleri, dejenere hiicreler ve
gen mutasyonlar1 ortaya ¢ikar (Withers, 1992). Radyasyonun etkisi hiicre siklus fazina
gore farklidir. Mitoz (M) ve ikinci dinlenme fazi (G2) radyasyona karsi hassas, birinci
dinlenme (G1) ve sentez (S) fazlar1 radyasyona kars1 direnglidir (Marx ve dig., 1990).

Canlilar %70-90 oraninda su icerdiginden, isinlandiklari zaman radyasyon enerjisi
bliylik 6lclide su molekiilleri tarafindan absorbe edilir. Radyasyonun etkisi ile su
molekiillerinin iyonlagsmasi sonucunda pozitif yiiklii bir iyon ve serbest bir elektron
olusur. Bu olay1 izleyen ¢esitli sekonder reaksiyonlar ile degisik tipte serbest radikaller
(hidroksil radikali, hidrojen radikali) meydana gelir. Aciga ¢ikan bu reaktif radikaller,
kendi aralarinda reaksiyona girerek hidrojen peroksit gibi ¢ok toksik molekilleri
olustururlar. Ince bagirsakta meydana gelen hasarin radyasyon tarafindan ortaya ¢ikan
serbest radikallerden kaynaklandig ileri siiriilmistiir (Diamond ve dig.,1996). Suyun
hidrolizi ile agiga ¢ikan serbest radikaller araciligi ile olusan radyasyon etkisi, indirekt
etki olarak bilinir. Direkt etkide ise, radyasyon enerjisinin su molekdlleri yerine direkt

olarak biyolojik molekiillere (6rnegin; DNA, enzim) transferi ve biyoradikallerin



olusumu sdz konusudur (Ozalpan, 2001; Robbins ve Zhao, 2004; Mansour, 2006; Kocer
ve dig., 2007).

Yuksek seviyedeki reaktif oksijen trleri, mitokondri i¢ ve dis membranlarini1 bozar. Bu,
kaspazlar1 aktive eden mitokondrilerden sitokrom c’nin salinimina yol agar ve apoptoza
neden olur. Iyonize radyasyonun apoptozu indiikledigi ve hiicre siklusunu durdurdugu
cesitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. (Samanta ve dig., 2004; Sakashita ve dig.,
2010). Isinlama, asirt ROS tiretimi aracilig: ile testikiiler apoptoza neden olan bir

uyarandir (Agarwal ve dig., 2003).

Radyasyona bagli olarak ortaya ¢ikan serbest radikallerin stabilitesini ve miktarini
endojen ve ekzojen faktorler etkileyebilir. Bu sebeple pek c¢ok calismada, canli
materyalin radyasyona duyarliligini etkileyebilecek molekler oksijen, tiyoller, vitamin
E ve diger antioksidanlar kullanilmistir. Kimyasal ajanlar tarafindan organizmanin
radyasyondan korunmasi fikrinin temel dayanaginin, radikal siipiiriicii reaksiyonlar
oldugu distliniilmektedir (Klimberg ve dig., 1990; Shaheen ve Hassan, 1991,
Threuamma, 1996; Somosy, 2000).

2.3. SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller, yapilarinda bir veya daha fazla eslesmemis elektron iceren, kisa
omiirlii, kararsiz, molekiil agirligr diisiik ve ¢ok etkin atom veya molekiillerdir (Valko
ve dig., 2007). Bu molekiiller ortaklanmamis elektronlarindan dolayr diger
molekiillerden elektron aktarimi yaparak aktif duruma gelirler (Davies ve Pryor, 2005).
Biyolojik sistemlerde en onemli serbest radikal tiirleri, oksijenden olusan siiperoksit
(0O7), singlet oksijen (O°), nitrik oksit (NO’), hidroksil radikali (OH’) ve peroksil
radikali (ROO)’dir (Wu ve Cederbaum, 2003). Bunlarin yaninda hidrojen peroksit
(H20.), serbest radikal olmadigi halde, en reaktif serbest radikal olan OH i olusturma
ozelliginden dolay: reaktif oksijen tirevi olarak kabul edilir (Halliwell ve Whiteman,
2004). Serbest radikaller mitokondriyal solunum zincirinde aerobik enerji
metabolizmasi ile olusabildikleri gibi, sitoplazmik, peroksizomal, lizozomal hicresel
stirecler sonucu da olusurlar (Kohen ve Nyska, 2002). Radyasyon (Shuryak ve Brenner,
2009), antibiyotikler (Hassett ve Imlay, 2007), agir egzersiz, alkol, uyusturucu maddeler
(Wu ve Cederbaum, 2003), pestisidler, sigara dumani, hava kirliligi (Kelly, 2003),



anestezikler ve stres (Kumbul, 2007) gibi dis kaynaklarin etkisiyle de meydana gelirler
(Sekil 2.2). Serbest radikaller hticrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi
tiim onemli bilesenlerine etki ederler (Darko ve dig., 2004, Pereira ve dig., 2010). En
onemli etkiyi lipidler tizerinde gosterirler (Kelly ve dig., 1998, Droge, 2002).

SERBEST RADIKAL OLUSUMU
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Sekil 2.2: Serbest radikal olusumuna etkili dis etkenler.

Lipid peroksidasyonu (LPO), olusan serbest radikallerin etkisi sonucu membran
yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomu uzaklastirilmasi
ile baglar. Bunun sonucu yag asidi zinciri bir lipid radikali niteligi kazanir. Olusan lipid
radikali dayaniksiz bir bilesik oldugundan oksijenle reaksiyona girerek lipid peroksil
radikali meydana gelir. Bu radikal diger doymamis yag asitleriyle reaksiyona girer ve
yeni lipid radikallerinin olusumuna yol acar. Yeni lipid radikalleri de agiga c¢ikan
hidrojen atomlarin1 baglayarak lipid hidroperoksidine doniisiirler. Boylece olay kendi
kendini katalizleyerek devam eder (Akkus, 1995; Tomas-Zapico ve Coto-Montes, 2006)
(Sekil 2. 3).
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Sekil 2.3: Lipid peroksidasyonu olusum semasi (Tomas-Zapico ve Coto-Montes, 2006).

Oksidatif stres, hiicre membranlarindaki lipid tabakasinin peroksidasyonu ile
sonuclanan serbest radikallerin fazla tretilmesi ve viicudun antioksidan mekanizmalar
ile serbest radikallere kars1 kendini savunmasi arasindaki orantisizlik olarak tanimlanir.
Bu dengedeki bozulma lipid peroksidasyonu, DNA hasari, hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu (Ozden, 2008) gibi etkilerin yan1 sira ¢ok cesitli hastaliklarm ortaya
¢ikmasinda, kanser olusumunda (Tandon ve dig., 2005), yaslanmanin patogenezinde
(Altimisik, 2000), iskemi/reperfiizyon travmalarinda (Lai ve dig., 2000), inflamatuvar
hastaliklarda (Chowdhury ve Soulsby, 2008) ve norodejeneratif hastaliklarda
(Andersen, 2004) rol almaktadir.

Oksidatif stresin zararli etkilerinin yaninda, viicut i¢in gerekli bir¢cok fonksiyonun
gerceklesmesinde Onemli bir rolii vardir (Turna, 2008). Oksijenin biyokimyasal
tepkimelerde kullanilabilmesi i¢in reaktif formlara ¢evrilmesi zorunludur. Mitokondride
aerobik solunumda kullanilan oksijen bu tiir tepkimelerde kullanilmak iizere serbest
oksijen radikallerine donistiiriillmektedir (Jones, 2008). Steroid yapida ¢ok sayidaki
bilesigin  iretimi, biyolojik  aktif molekiillerin  sentezi, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, ¢ok sayida oksidaz ve hidroksilaz enzimlerinin etkileri ve sitotoksik
etkilere sahip hiicrelerin fonksiyonlar1 i¢in serbest radikal yapimi olmazsa olmaz bir
kosuldur (Lesgards ve dig., 2011). Ancak ortamda serbest oksijen radikalleri sayica
arttiginda, ortamdaki bagka iyonlarla etkilesime girerek, hasar vermeye baslamaktadirlar

(Andreyev ve dig., 2005) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4: ince bagirsakta meydana gelen oksidatif stres semas1 (Kruidenier ve dig., 2003).

2.4. ANTIOKSIDANLAR

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6nlemek i¢in
canlilarda ‘antioksidan’ olarak adlandirilan ¢esitli savunma mekanizmalar1 gelismistir.
Antioksidanlar, peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyici etki gdéstermektedirler
(Cadenas ve Packer, 2002). Antioksidan bilesiklerin etki sekli ve etkinlik diizeyi
olduk¢a farklidir. Genelde antioksidanlar reaktif oksijen ve nitrojen turevlerinin
temizlenmesi, oksidatif stresle hasarlanmis dokularin tamiri, diger antioksidanlarin
onarimi veya yenilenmesi gibi oldukca farkli etki sekillerinden birini veya birkagini
ortaya koyarlar (Akkus, 1995). ideal bir antioksidan bu etki sekillerinden birgogunu
yerine getirebilme oOzelligine sahiptir. Biyolojik sistemlerde oksidanlarin yikimi ve
olusumu arasindaki denge, hiicre ve dokunun biyolojik biitiinliigiiniin stirdiiriilmesinde

onemlidir (Turna, 2008) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Antioksidanlarin serbest radikallere etkisi.

Antioksidanlar, hem dogrudan hem de dolayli olarak ksenobiyotiklerin, ilaclarin,
karsinojenlerin ve toksik radikal reaksiyonlarinin istenmeyen etkilerine karsi hiicreleri
koruyan maddelerdir. Antioksidanlar dort farkli mekanizma ile oksidanlari
etkisizlestirirler. Bu mekanizmalar, oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde olan
toplayict etki, oksidanlara bir hidrojen aktararak etkisiz hale getiren baskilayici etki,
oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarmi engelleyen =zincir kirici ve onarict etki

mekanizmalaridir (Altinisik, 2000; Jones, 2008).

Antioksidan mekanizmalar enzimatik ve enzimatik olmayan yollarla olusurlar. ilk ve
temel antioksidan savunma enzimatik olarak yapilmaktadir. En 6nemli hicre ici
enzimlerin katalaz (KAT), superoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px)
ve glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) oldugu bilinmektedir (Mates, 2000; Romeu ve dig.,
2002). Sonraki savunma hatt1 ise ekstraselliiler enzimatik olmayan antioksidanlar
tarafindan olusturulur (Cadenas ve Packer, 2002). Bunlar glutatyon (GSH) (Balahoroglu
ve dig., 2008), melatonin (Aydogdu ve dig., 2007a, 2007b), vitamin E, vitamin C, beta-
karoten (Taskin ve dig., 2008), transferrin, seruloplazmin (Arinola, 2004), albumin,

bilirubin ve haptoglobin gibi bilesiklerdir (Jones ve dig., 2003).

2.4.1 Enzimatik Antioksidanlar

Baslica antioksidan enzimler; katalaz, superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve
glutatyon rediiktazdir (Blokhina ve dig., 2003).
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2.4.1.1 Katalaz

Katalaz, tiim canli hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan, dort tane alt
grup iceren ve her bir alt grubu 60,000 dalton molekdl agirliginda olan bir enzimdir. Bu
enzimin en 6nemli goérevi hidrojen peroksiti molekuler oksijen ve suya katalizlemektir
(Kirkman ve Gaetani, 1984) Katalaz enzimi daha ¢ok peroksizomlarda yerlesmistir.
Kan, kemik iligi, mukoz membranlar, karaciger ve bdobreklerde yiiksek miktarda
bulunmaktadir (Akkus, 1995; Kirkman ve dig., 1999; Scibior ve Czeczot, 2006).
Katalaz hidrojen peroksite karsi goreceli olarak diisiik affinite gosterdiginden katalaz
aktivitesi hidrojen peroksitin yiiksek konsantrasyonlarinda daha Onemli hale
gelmektedir. Diigiik hidrojen peroksiti konsantrasyonlarinda, metil veya etil
hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol gibi kicuk molekdlli elektron vericilerini
indirger. Enzimin bu iki tiir aktiviteden hangisini gosterecegi, basta hidrojen peroksit
tiretim hiz1 olmak iizere olusan biyomolekiillerin tiir ve miktarina bagimlidir (Jenkins ve
Tengi, 1981). Katalaz enzimi, hidrojen peroksit ve metil hidroperoksit gibi kiguk
molekiillere etki eder, lipit hidroperoksitlere etki etmez (Yalgin, 1998).

2.4.1.2 Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

GSH-Px, glutatyon yolunun ilk enzimidir, hidroperoksitlerin indirgenmesinden
sorumludur. Enzim aktivitesi, pentoz fosfat yolunda iiretilen NAD(P)H’a bagimlidir
(Wallace, 2002).

GSH-Px
1. ROOH + 2GSH » ROH + GSSG + H,0

GSH-Px
2. 2GSH + H,0, » GSH-Px 2H,0 + O,

GSH-Px, Uc¢ peptidli glutatyonu kendi oksidize formuna (GSSG) oksidize ederken;
sitozol ve mitokondrideki SOD tarafindan iretilmis olan H,O, radikalini, yiksek
spesifite gostererek ortadan kaldirabilme o6zelligi gosterir (Valko ve dig., 2006).
Fagositik hiicrelerde major peroksit uzaklastirict olarak gorev yapan GSH-Px diger
antioksidanlarla birlikte, oksidatif patlama sirasinda serbest radikal peroksidasyonu
sonucu fagositik hiicrelerin zarar gdrmesini engeller. Endoplazmik retikulumdan salinan
H207’in dekompozisyonunun primer sorumlusu olan GSH-Px aktivitesindeki azalma,

H20’in artmasina ve siddetli hiicre hasarina yol agmaktadir (Wallace, 2002).
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2.4.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Baslica enzimatik olmayan antioksidanlar; glutatyon (Chavan ve dig., 2005), melatonin
(Millan-Plano ve dig., 2010), karnozin (Mehmetcik ve dig., 2007), E ve C vitamini,
transferrin, seruloplazmin, albumin, bilirubin, B-karotendir (Gutteridge ve Halliwell,
2000).

2.4.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon bir tripeptid olup glutamat, sistein ve glisin amino asitlerinden dogal olarak
sentezlenen ama protein olmayan bir tiyol bilesigidir. Tiim hayvan hiicrelerinde bulunan
GSH, indirgenmis formda sitozolde sentezlenir, ancak mitokondri ve niikleusta da az
miktarda bulunmaktadir. Viicutta GSH sentezinden sorumlu organ ise karacigerdir. Bu
sentez iki basamakta gergeklesir. Birinci basamakta, y-glutamilsistein sentetaz isimli
enzim GSH''!n amino asitleri olan glutamat ve sisteinden, y-glutamilsisteinin olusumunu
katalizler. ikinci basamakta ise, glutatyon sentetaz, glisin ve y-glutamilsisteinden
glutatyonu olusturur. GSH negatif geri bildirim ile glutamilsistein olusum hizini ve
boylelikle kendi sentezini de denetler. Bu sentezde bir molekil GSH i¢in 2 molekil
ATP’nin hidrolizi gerekir (Penninckx, 2000) (Sekil 2.6).

Glutamat l
AT Sistein indirgenmis Glutatyon
ADP+Pi NADP (2)GSH H,0,
y-Glutamilsistein Glutatyon Rediiktaz Glutatyon peroksidaz

ATPjﬂlisin NADPH GSSG 2H,0
ADP +Pi T Oksitlenmis glutatyon

indirgenmis glutatyon (2 GSH)

Sekil 2. 6: Glutatyon (GSH) sentezi ve hidrojen peroksitin (H,0,) detoksifikasyonu.
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GSH, DNA sentezinde ve hasarli DNA parcalarinin onarilmasinda, metabolik
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde
ve serbest radikallerin olasi hasarlarinin 6nlenmesinde gorev yapmaktadir (Chavan ve
dig., 2005). Cok onemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller ve peroksitlerle
reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur. GSH’1n non-enzimatik olarak
veya GSH-Px’in enzimatik olarak oksidasyonu sonucu olusan okside glutatyon (GSSG)
ise oldukga diisilk konsantrasyonlarda bulunmaktadir. GSSG’nin glutatyon rediiktaz
(GSH-Rd) enzimi tarafindan GSH formuna indirgenmesi normal durumlar altinda
dengede olmasina karsi, hiicrelerin oksidatif strese maruz kalmasi sonucu bu denge
bozulabilmektedir (Arrick ve Nathan, 1984). Ortamdaki H,O, ile glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) enziminin kataliziyle reaksiyona giren GSH, okside glutatyona (GSSG)

dontisiirken serbest radikal olusumunu da engellemektedir (Andreyev ve dig., 2005).

2.4.2.2. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), memelilerin baslica beyninde serebral
yarimkdireler arasindaki epifiz bezinden (pineal bez) ve ayrica over, g6z mercegi ve
kemik 1iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan bir

hormondur (Reiter ve dig., 1997) (Sekil 2.7).

HyCO_
2_CH,CHyN—C—CH,
A H O

\

H

Sekil 2.7: Melatonin’in genel yapisi.

Melatonin sentezi sirkadian ritim gosterir. Sirkadian ritim, tim Okaryotik
organizmalarda varolan zamana bagli devirsel islemleri diizenleyen biyolojik saattir
(Campbell ve Reece, 2006) (Sekil 2. 8). Aydinlikta hiperpolarize olan retinal hiicreler,

karanlikta depolarize olarak, pineal bezde melatonin sentezini baslatirlar. Sentezini
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takiben pineal bezden dogrudan dolasima verilen melatonin, membran reseptorleri
aracilifiyla hedef organlara ulagir. Melatonin suya gore lipid ¢oziiniirliigiiniin yiliksek
olmast nedeniyle hiicrelere rahatca girebilmektedir. Bu nedenle etkileri sadece
membrana yonelik degildir. Sulu ortamda kismen ¢oziinmesi de intraselliiler etkilerinin
olugmasina katkida bulunmaktadir (Hardeland ve dig., 1993). Cesitli ¢alismalarda doku
hasar iizerinde melatoninin koruyucu bir role sahip oldugu gosterilmistir (Karbownik
ve Reiter, 2000; Reiter ve dig., 2003; Yuce ve Aksakal, 2006; Li ve dig., 2008; Toklu
ve dig., 2009; Morceli ve dig., 2013).

Merkezi Sinir Sistemi
MT, MT,

™ —
Pineal MLT

KARANLIK

/WLT L
Stimg Retina

% MT, MT,

AYDINLIK
-

)
X

@ Siiperiyor Pankreatik

hiicreler

MT,; MT,

Hipofiz Bezi

MT,

Servikal Gangliyo

Suprakiazmatik
Nukleuslar

Sekil 2.8: Melatonin’in ritim diizenleyici rolil.

Aerobik canlilarda serbest oksijen radikallerinin olusmasiyla birlikte, serbest
radikallerin zararli etkilerini Onlemek amaciyla antioksidan savunma sistemleri
gelismistir. Melatoninin en giiclii serbest radikal tutucu oldugu ileri siiriilmektedir. Bu
nedenle melatonine olan ilgi giderek artmakta ve antioksidan ozelligi giin gectikge

onem kazanmaktadir (Millan-Plano ve dig., 2010).

Melatoninin bir antioksidan oldugu ilk kez 1991 yilinda lanas ve digerleri tarafindan
One siirilmiis ve bu goriis daha sonra yapilan in vitro ve in vivo calismalarla

desteklenmistir (Merle ve dig., 2000; Sarikaya, 2011). Bu ¢alismalar birlikte
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degerlendirildiginde, melatoninin antioksidan 6zelligi {i¢ ana baslik altinda toplanabilir

(Brzezinski, 1997; Reiter ve dig., 2003):

1) Direkt antioksidan etki: Oksidatif strese yol acan serbest radikallerle reaksiyona

girerek onlarin zararl etkilerini 6nlemesidir.

2) Antioksidan enzim aracili etki: Siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, vy-
glutamilsistein sentetaz gibi bazi antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirict etki

goOstermesidir.

3) Prooksidan enzim aracili etki: Hidrojen peroksit, nitrik oksit gibi prooksidan

enzimleri inhibe ederek, serbest radikal olusumunu azaltic1 etki gdstermesidir.

1958’de Aaron B Lerner tarafindan tanimlanan melatonin, pineal bezden salgilanan,
uyku, Oreme, sirkadiyen ritim ve immdinite gibi pek c¢ok biyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur. Ayrica, in vivo ve in vitro ¢alismalarla
antiproliferatif ve antioksidan etkilere de sahip oldugu gosterilen melatoninin, kanser ve
yaslanmanin 6nlenmesinde de etkili olabilecegi one siiriilmektedir (Hill ve Blask, 1988;
Reiter ve dig., 2003). Sentezini takiben, pineal bezden dogrudan dolasima verilen
melatonin, lipofilik 0&zelligine ragmen, membran reseptorleri araciligiyla hedef
hiicrelerine ulasir. Lipofilik 6zelligi nedeniyle, hiicrenin tiim boliimlerine kolaylikla
girebilen melatonin i¢in sitozolik ve niikleer baglanma yerleri de tanimlanmistir (Reiter,

1993).

Farmakolojik ve muhtemelen fizyolojik duzeylerdeki melatoninin, SOD, GSH-Px,
GSSG Rd, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve g-glutamilsistein sentetaz gibi bazi
antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarini ya da aktivitelerini arttirdigr ve bu yolla

oksidatif stresi baskiladig: bildirilmektedir (Beyer ve dig., 1998; Reiter ve dig., 2000).

Melatoninin bazi prooksidan enzimleri inhibe ederek, serbest radikal olusumunu
azalttig1 ve bu yolla da antioksidan sistemi destekledigi one siiriilmektedir (Reiter ve
dig., 2000; Beyer ve dig., 1998). Melatoninin antioksidan etkileri genel olarak

incelendiginde, adezyon molekillerinin ve proinflamatuvar sitokinlerin sentezini
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azaltmasini da iceren oldukca genis spektruma sahip bir antioksidan oldugu goriilebilir

(Reiter, 2003).

2.4.3 Karnozin

Karnozin, B-alanin ve L-histidinin birlesmesi ile meydana gelen, 1900’lerde kesfedilmis
ilk noropeptiddir. Kas ve sinir dokuda genis dagilim gosterir (Fujii ve dig., 2003).
Karnozinin antioksidan etkisi 1984’de ilk kez gosterilmistir. Karnozin, suda erime
Ozelligine bagh olarak, suda ¢6ziinen oksidasyon mediatorlerinin (metaller ve oksijen
radikalleri) yiiksek oldugu sitozolde fonksiyon gorir. Serbest oksijen radikallerini
temizleyen biyolojik fonksiyonundan dolay: antioksidan 6zellige sahiptir. Hidroksil ve
stiperoksit radikallerinin ve ¢ok kuvvetli olarak da singlet oksijen molekilinin
temizleyicisidir. Bu 6zelligi nedeniyle beyin, bobrek ve iskelet kasi iskemi reperfiizyon
hasarinda karnozinin koruyucu etkisi bulunmustur (Zalesova ve Kuleva, 1998; Boldyrev
ve dig., 1999; Stvolinsky ve dig., 1999; Stvolinsky ve dig., 2000; Fujii ve dig., 2003;
Fujii ve dig., 2005). Antioksidan oOzelligine ek olarak karnozinin antiapoptotik,
sitoprotektif Ozellikleri de bulunmaktadir (Tan ve Candlish, 1998; Baykara ve dig.,
2009).

COOH O

CH, — CH— NH— C— CH,

____ |
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Sekil 2.9: Karnozin’in molekiiler yapisi.
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3. MALZEME VE YONTEM

Caligmada, Wistar albino cinsi, 40 adet, 210-310 gram agirliginda, 12-14 haftalik, ergin
erkek siganlar kullamildi. Bu galismaya Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’nun 140 sayili karari ile etik kurul onay1 verildi. Deney hayvanlari Istanbul
Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nde (DETAE) yetistirildi. Deney éncesi
ve siiresince siganlar kontrollii laboratuvar sartlarinda, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik
fotoperiyodunda ve 21-23 °C sabit sicaklikta, bagil nemin % 40-60 oldugu odada,
yeterli Olglide standart pellet yem ve schir suyu ile beslenmislerdir (Institute for

Laboratory Animal Research, 2011).

L-karnozin ve melatonin, Sigma Chemical Co. (St.Louis, MO, USA)’dan temin edildi.
L-karnozin % 0,9 serum fizyolojik ile ¢ézuldl. Melatonin ise % 2 etanolde ¢ézuldikten

sonra % 0,9 serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlandi.

Rastgele secilen hayvanlar her birinde 8’er adet sigan bulunan bes gruba ayrildi. Birinci
grubu olusturan kontrol grubu siganlara % 0,9 serum fizyolojik intraperitonal yolla,
ikinci grubu olusturan radyasyon uygulanan siganlara da sadece % 0,9 serum fizyolojik
intraperitonal yolla enjekte edildi. Uciincii grup sicanlara subkutan yolla 10 mg/kg
melatonin, dérdlnci gruba intraperitonal yolla 250 mg/kg L-karnozin, besinci gruba da
250 mg/kg L-karnozin intraperitonal ve 10 mg/kg melatonin subkutan yolla ayni anda
enjekte edildi. Bir hafta boyunca 48 saatte bir olmak Uzere ¢ kez enjeksiyon yapildi.
Ikinci enjeksiyondan bir saat sonra kontrol grubu disindaki diger dort grup Istanbul
Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi Kan Isinlama Merkezi’nde bulunan, doz hiz1 4,3
Gy/dk olan IBL-437 C (Sezyum-137) radyasyon kaynaginda 8 Gray (Gy) (1,51 dakika)
total vicut 1sinlamasima maruz birakildi. Her enjeksiyondan 6nce siganlar tartilarak,
vicut agirhiklar saptandi ve her bir kimyasal madde, vicut agirligi basina 0,5 ml/kg

olacak sekilde verildi.
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Deney sonunda, diseksiyondan 24 saat 6nce, siganlarin oral beslenmesi kesilerek sadece
su icmelerine izin verildi. Anestezi saglamak amaciyla 50 mg/kg ketamin hidrokloriir
(Ketalar®, Eczacibasi) ve 10 mg/kg Xylazine HCI (Alfazyne®, Hollanda) kas igine
enjekte edildi. Diseksiyon isleminde siganlarin ince bagirsaklarinin jejunum bolgesi
cikarilarak, dokular Bouin ve % 10 tamponlu formalin fiksatiflerine alindi.
Biyokimyasal c¢aligmalar i¢in alinan dokular ¢alismanin yapilacagi giine kadar PBS
(fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi, pH 7.4) c¢ozeltisinde -80 °C’de derin dondurucuda

saklandi.

3.1. HISTOLOJIiK YONTEMLER

Bouin fiksatifinde 22 saat fikse edilen dokular, rutin takip islemlerinden gegirildikten
sonra parafine gomuldiler. 4 mikrometre (um) kalinliginda alinan doku Kkesitlerine,
Hematoksilen & Eozin (HE), Masson’un {iglii boyast (MASSON) ve Periyodik Asit
Schiff (PAS) reaksiyonu uygulandi (Humanson, 1972). Hazirlanan preparatlar Olympus
CX 41 model 11k mikroskobu ile incelendi ve Olympus DP71 model dijital kamera ile
fotograflar1 cekildi. Histolojik hasar dereceleri Howarth ve dig. (1996)’nin belirledigi

kriterlerdeki baz1 modifikasyonlarla saptandi.

3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER

% 10 tamponlu formalinde fikse edilen dokular, rutin takip islemlerinden geg¢irildikten
sonra parafinde bloklandilar. 4 pm kalinliginda alinan doku Kesitleri Poly-L-lizinli
lamlara alinarak PCNA (Santa Cruz Biotechnology, F-2:sc-25280), aktif kaspaz-3
(Novus Biologicals, NB600-1235) ve TNF-a (Novus Biologicals, NBP1-191532)
primer antikorlariyla ‘streptavidin-biotin peroksidaz’ yontemi (Javois, 1999)

kullanilarak immiinohistokimyasal olarak incelendi.

3.2.1. PCNA Immiinohistokimyasi

Kesitler deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra distile suya alinarak,

antijen iyilestirmesi i¢in sitrat tamponla (pH 6) mikrodalga firinda 700 Watt’ta 10
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dakika inkiibe edildi. 3 kez 5’er dakika hazirlanmis olan PBS (fosfatla tamponlu tuz
¢ozeltisi, pH 7.4) ile yikanan kesitler, membran permeabilizasyonu igin distile su ile
hazirlanan % 0.3’liik Triton X-100 ile 5 dakika inkiibe edildi. Endojen peroksidaz
aktivitesini kaldirmak i¢in kesitler 15 dakika peroksidaz engelleyici (Invitrogen, 00-
2015) cozeltisinde bekletildi. PBS ile yikamanin ardindan Histostain-Plus Broad
Spektrum Kit (Invitrogen, 85-9043) kullanilarak kitin 6nerdigi sekilde islemlere devam
edildi. PBS ve % 3’liikk Triton X-100 ile 1:50 oraninda sulandirilarak hazirlanan PCNA
primer antikoru (Santa Cruz Biotech., sc-25280) ile kesitler + 4 °C°de bir gece boyunca
inkiibe edildi. Bu asamada negatif kontrol kesitlere sadece PBS uygulandi. inkiibasyon
sonrasinda yikama iglemi 15 dakika, biyotinlenmis sekonder antikor 30 dakika ve tekrar
yikamadan sonra streptavidin peroksidaz 15 dakika uygulandi. Son yikama isleminden
sonra yaklasik 15 dakika kromojen olarak AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) (Invitrogen,
00-2007) damlatildi ve renk olusumu goézlemlendi. Kesitler distile suya alinarak
reaksiyon durduruldu. Zit boyama amaciyla kesitler 15 saniye Mayer Hematoksilin
boyasi (Santa Cruz Biotech., CAS 517-28-2) ile muamele edildi. Kapatma islemi igin su
bazli kapatici (Abcam, ab64230) kullanildi. Kesitler inceleninceye kadar +4 °C’de

saklandi.

PCNA boyanma derecesi degerlendirilirken lamlar iizerinde 1000 biiyiik biiyiitme
alaninda rastgele secilen mikroskop alanlarinda PCNA ile boyanan ve boyanmayan
hiicreler sayildi. Toplam 500 hicrede degerlendirme yapildi. Boyanma gosteren

hiicrelerin sayisinin, toplam hiicre sayisina oran yiizde olarak hesaplandi.

PCNA pozitif kript hiicre sayist
PCNA pozitif hiicre indeksi (%) = X 100

Toplam kript hiicre sayisi

3.2.2. Aktif Kaspaz-3 Immiinohistokimyasi

Deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra distile suya alinan kesitler,
antijen iyilestirmesi i¢in sitrat tamponla (pH 6) mikrodalga firinda 700 Watt’ta 10
dakika inkiibe edildi. 3 kez 5’er dakika hazirlanmis olan PBS (fosfatla tamponlu tuz
cozeltisi, pH 7.4) ile yikanan kesitler, membran permeabilizasyonu i¢in distile su ile

hazirlanan % 0.3’lik Triton X-100 ile 5 dakika inkiibe edildi. Endojen peroksidaz
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aktivitesini kaldirmak i¢in kesitler 15 dakika peroksidaz engelleyici (Invitrogen, 00-
2015) cozeltisinde bekletildi. PBS ile yikamanin ardindan Histostain-Plus Broad
Spektrum Kit (Invitrogen, 85-9043) kullanilarak kitin 6nerdigi sekilde islemlere devam
edildi. PBS ve % 3’liik Triton X-100 ile 1:50 oraninda sulandirilarak hazirlanan aktif
kaspaz-3 primer antikoru (Novus Biologicals, NB600-1235) ile + 4 °C’de bir gece
boyunca inkiibe edildi. Bu agamada negatif kontrol kesitlere sadece PBS uygulandi.
Inkiibasyon sonrasinda yikama islemi 15 dakika, biyotinlenmis sekonder antikor 30
dakika ve tekrar yikamadan sonra streptavidin peroksidaz 15 dakika uygulandi. Son
yikama isleminden sonra yaklasik 20 dakika kromojen olarak AEC (3-Amino-9-
Etilkarbazol) (Invitrogen, 00-2007) damlatildi ve renk olusumu gozlemlendi. Kesitler
distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama amaciyla kesitlere 15 saniye
Mayer Hematoksilin boyas1 (Santa Cruz Biotech., CAS 517-28-2) ile muamele edildi.
Kapatma islemi i¢in su bazli kapatict (Abcam, ab64230) kullanildi. Kesitler
inceleninceye kadar +4 °C’de saklandi.

Aktif kaspaz-3 boyanma derecesi degerlendirilirken lamlar {izerinde 1000 biiyiik
biiylitme alaninda rastgele segilen mikroskop alanlarinda kaspaz-3 ile boyanan ve
boyanmayan hiicreler sayildi. Toplam 500 hiicrede degerlendirme yapildi. Kaspaz-3

pozitif hiicre sayisinin, toplam hiicre sayisina oran yiizde olarak hesaplanda.

Kaspaz-3 pozitif kript hiicre sayisi
Kaspaz-3 pozitif hicre indeksi (%) = X100

Toplam kript hiicre sayis1

3.2.3. TNF-o immiinohistokimyasi

Kesitler deparafinizasyon ve rehidratasyon iglemlerinden sonra distile suya alindi. Daha
sonra antijen iyilestirmesi i¢in sitrat tamponla (pH 6) mikrodalga firinda 700 Watt’ta 10
dakika inkiibe edildi. 3 kez 5’er dakika hazirlanmis olan PBS (fosfatla tamponlu tuz
cozeltisi, pH 7.4) ile yikanan kesitler, membran permeabilizasyonu icin distile su ile
hazirlanan % 0.3’liik Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edildi. Endojen peroksidaz
aktivitesini kaldirmak i¢in kesitler 10 dakika peroksidaz engelleyici (Invitrogen, 00-

2015) cozeltisinde bekletildi. PBS ile yikamanin ardindan Histostain-Plus Broad
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Spektrum Kit (Invitrogen, 85-9043) kullanilarak kitin 6nerdigi sekilde islemlere devam
edildi. PBS ve % 3’liikk Triton X-100 ile 1:50 oraninda sulandirilarak hazirlanan anti-
TNF-o primer antikoru (Novus Biologicals, NBP1-191532) ile kesitler oda 1sisinda bir
saat boyunca inkiibe edildi. Bu asamada negatif kontrol kesitlere sadece PBS uygulandi.
Inkiibasyon sonrasinda yikama islemi 15 dakika, biyotinlenmis sekonder antikor 15
dakika ve tekrar yitkamadan sonra streptavidin peroksidaz 15 dakika uygulandi. Son
yikama isleminden sonra yaklasik 15 dakika kromojen olarak AEC (3-Amino-9-
Etilkarbazol) (Invitrogen, 00-2007) damlatildi ve renk olusumu gozlemlendi. Kesitler
distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Zit boyama amaciyla kesitlere 15 saniye
Mayer Hematoksilin boyasi (Santa Cruz Biotech., CAS 517-28-2) ile muamele edildi.
Kapatma islemi i¢in su bazli kapatici (Abcam, ab64230) kullanildi. Kesitler

inceleninceye kadar +4 °C’de saklandi.

TNF-o boyanma derecesi degerlendirilirken lamlar iizerinde 1000 biiyiik biiyiitme
alaninda rastgele segilen mikroskop alanlarinda TNF-a ile boyanan ve boyanmayan
hiicreler sayildi. Toplam 500 hicrede degerlendirme yapildi. Boyanma gosteren

hicrelerin sayisinin, toplam hiicre sayisina orani yiizde olarak hesaplandi.

TNF-a pozitif hiicre sayis1
TNF-a pozitif hiicre indeksi (%) = X 100

Toplam hiicre say1s1

3.3 BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Diseksiyondan sonra biyokimyasal ¢alismalar icin PBS ¢ozeltisine alman ve -80 °C de
derin dondurucuda saklanan ince bagirsak dokularinin analizlerine baglanmadan 6nce
-20 °C'lik derin dondurucuda, daha sonra da + 4 °C’de bir siire bekletilerek ¢oziinmeleri
saglandi. Coziinen Orneklerden agirliklart  hesaplanan dokular almarak, cam
homojenizatér i¢inde her bir kit i¢in Onerilen sekilde (Bolim: 3.3.2 ve 3.3.3)
homojenize edildi. Homojenize edilen doku ornekleri Sigma 3K30 cihazi ile santrifiij
edildi.
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Dokudaki protein miktarlar1 spektrofotometrik olarak tayin edildi ve ELISA (Enzyme-
linked immunosorbent assay) ¢alismalar1 i¢in Katalaz ELISA kit (Cell Biolabs, STA-
341) ve total GSH ELISA kit (Cell Biolabs, STA-312) prosediirleri uygulandi.

3.3.1. Total Protein Tayini

Her bir doku 20 ml/g doku olacak sekilde % 5 metafosforik asit ile homojenize edildi.
Homojenatlar +4 °C’de 12.000 g’de 15 dakika santrifiijlendi. Berrak siipernatantlar
Olctim icin kullanildi. Dokuda protein miktar tayini i¢in Lowry metodu kullanildi
(Lowry ve dig., 1951). Proteinlerin yapisindaki aromatik halka i¢eren amino asitler,
alkali ortamda ve bakir varliginda folin reaktifinde bulunan fosfomolibdotungustik asiti
indirgeyerek mavi renkli bir kompleks olusturur. Olusan mavi rengin
spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda verdigi absorbans siddeti, protein

konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Tayin i¢in Kullanilacak Olan Cozeltilerin Hazirlanisi :

A Reaktifi : % 2 sodyum karbonat (Na,COs3), 0,1 N NaOH icerisinde ¢ozuld.

B Reaktifi : % 0.5 bakir siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0), % 1 potasyum tartarat
icerisinde ¢6zuldu.

C Reaktifi (Alkali bakir siilfat ¢ozeltisi) : 50 ml A reaktifi ile 1 ml B reaktifinin
karistirtlmasiyla hazirlandi.

E Reaktifi : Merck, HC807325 marka Folin reaktifi kullanildi.

Standart Cozelti : % 100’lik sigir serum albumin (BSA)’den (Sigma, A7906), % 0.9
serum fizyolojik ile stok ¢6zelti olusturuldu. Bu stoktan seyreltmeler yapilarak % 5, %
10, % 15 ve % 20'lik ¢alisma standart ¢ozeltileri hazirlandi.

Doku Siipernatanti : % 0.9 serum fizyolojik ile 100 kat seyreltilerek hazirlandu.

Tablo 3.1: Total protein standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi.

Kor Standart Ornek
C reaktifi 2.5 ml 2.5 ml 2.5 ml
FTS 0.5 ml - -

Standartgozelti - 0.5 mi -
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Karigimlar hazirlandiktan sonra karistirilip, oda 1sisinda 10 dakika bekletildi. Takiben
her bir tiipe 0.25 ml E reaktifi (Folin aywrac1) eklenerek karistirildi ve oda 1sisinda 30
dakika bekletildi. Spektrofotometrede (Shimadzu UV-1700) 500 nm dalga boyunda

absorbanslar kore karsi okundu.

Hesaplama: Standart ¢ozeltilerin ¢alisilmasi sonucu her bir ¢alisma standardi igin elde
edilen yaklasik 30 degerin aritmetik ortalamasinin hesaplanmasiyla elde edilen grafik

yardimu ile total protein tayini yapildi (Sekil 3.1).
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R?=0.999
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Sekil 3.1: Total protein standart grafigi.

Grafikten elde edilen denklemden yararlanilarak % mg protein miktar1 bulundu.

Bulunan deger seyreltme katsayis1 (100) ile ¢arpild.

3.3.2. Katalaz Tayini

Ince bagirsak dokularindan Katalaz ELISA kitinin énerdigi (Cell Biolabs, STA-341)
sekilde homojenizasyon yapildi. Homojenatlardan elde edilen siipernatantlara kitin
onerdigi protokole gore kolorimetrik ELISA y6ntemi uygulanarak katalaz miktari tayin
edildi.

Cozeltilerin Hazirlanisi:

Tim ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirildi.
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Her bir doku 20 ml/g doku olacak sekilde PBS ile homojenize edildi. Homojenatlar +4
°C’de 10.000 g’de 15 dakika santrifiijlendi. Berrak siipernatantlar 6l¢iim i¢in kullanildi.
Deney seyrelticisi: Distile su ile 10 kat seyreltildi.

Ornek tampon: Distile su ile 5 kat seyreltildi.

Hidrojen peroksit ¢aligma g¢ozeltisi: 5 pL stok c¢ozelti 3,67 mL deney seyrelticisi ile
seyreltilerek 8,82 M stok ¢ozeltisinden 12 mM ¢aligsma ¢ozeltisi uygulamalardan hemen
once hazirlandu.

Kromojenik ¢alisma ¢ozeltisi: Kromojenik A 1:100 oraninda Kromojenik B ile diliie
edildi ve iyice karistirildi. Daha sonra kromojenik ¢alisma ¢ozeltisinin her mL’sine 1 pL
HRP Katalizorii eklendi. Karistirarak homojenize hale getirildi. Bu ¢ozelti
uygulamalardan hemen 6nce hazirlandi.

Katalaz standart ¢Ozeltisi: 600,000 Unite/mL stok c¢ozelti érnek tampon ile 1: 60
oraninda seyreltilerek hazirlandi.

Standartlarin hazirlanist: 1. tiipe 990 pl, 2’den 8’¢ kadar numaralandirilan tiiplerin
hepsine 500 ul diliisyon tamponu konuldu. 10 ul katalaz standart ¢ozeltisi 1. Tupe
eklendi. 1. tiipteki karistmdan 500 pl mikropipetle ¢ekilerek 2. tiipe aktarildi. 2. tiipten
cekilen 500 pl karisim 3. tiipe konuldu. 3. tiipten ¢ekilen 500 ul karigim 4. tiipe eklendi.
4. tiipten ¢ekilen 500 pl karigim 5. tiipe eklendi. 5. tiipten ¢ekilen 500 pl karisim 6. tiipe
eklendi. 6. tiipten ¢ekilen 500 pl karisim 7. tiipe eklendi. En son 8. tiipten 500 pl karisim
cekildi ve atildi. Her bir islemde 10 kez pipetaj yapildi. 8 numaral: tiipe sadece 500 pl
diliisyon tamponu konuldu ve kor olarak kabul edildi. Ornekler kolorimetrik olarak
ELISA okuyucuda 540 nm’de absorbanslar okundu. Sonuglar katalaz aktivite kitinde
belirtilen hesaplamalara gore yapilarak polinominal altinct dereceden Kkatalaz standart
grafigi ¢izildi. Bu islem 3 kez tekrar edildi. (Tablo 3.2).
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Tablo 3.2: Katalaz standart ¢ozeltilerinin hazirlanis.

Tipler Standart  Katalaz Dillisyon Tamponu Standart Cozelti
Konsantrasyonu (ul) (10.000 {tinite/pl)
(Gnite/ml)
1 100 990 10 (standarttan)
2 50 500 500 (1’den)
3 25 500 500 (2’den)
4 12,5 500 500 (3’ten)
5 6,25 500 500 (4’ten)
6 3,125 500 500 (5’den)
7 1,5625 500 500 (6’dan)
8 0 500 Kor
120
100
80
% 60
3
©
< 40
X y = 1071.6x° - 5256.8x5 + 10599x* - 11268x3 + 6681.9x% - 2132.1x +
310.87
20 R?=1
O T T
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
-20 Absorbans (540 nm)

Sekil 3.2: Katalaz standart grafigi.
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3.3.3. Total Glutatyon (GSH) Tayini

Ince bagirsak dokularindan total glutatyon tayin kitinin &nerdigi (Cell Biolabs, STA-
312) sekilde homojenizasyon yapildi. Homojenatlardan elde edilen siipernatantlara kitin
onerdigi protokole gore kolorimetrik ELISA yontemi uygulanarak total glutatyon

miktari tayin edildi.

Cozeltilerin Hazirlanisi:

%5 Metafosforik asit: Doku homojenizasyonu ig¢in kullanildi. Her bir doku 20 ml/g
doku olacak sekilde % 5 metafosforik asit ile homojenize edildi. Homojenatlar +4 °C’de
12.000 g’de 15 dakika santrifiijlendi. Berrak siipernatantlar 6l¢iim i¢in kullanildu.

Deney tamponu: Distile su ile 5 kat seyreltildi.

Glutatyon Reduktaz: Stok ¢ozelti seyreltilmis deney tamponu ile 1:50 oraninda
seyreltilerek hazirlandi.

Kromojen: Deney seyrelticisi ile 1:15 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

NADPH: Stok c¢oOzelti seyreltilmis deney tamponu ile 1:50 oraninda seyreltilerek
hazirlandi.

%S5’lik MPA c¢ozeltisi: 5 grami 100 mL distile suda ¢oziilerek hazirlandi. Standart
cozeltiler igin kullanilda.

Glutatyon distlfit (GSSG) ¢ozeltisi: GSSG stok ¢ozeltisi %5°lik MPA ¢ozeltisi ile 1:
1000 oraninda seyreltilerek hazirlandi.

Gozeltilerin tamami1 uygulamalardan hemen 6nce hazirlandi.

Standartlarin hazirlanisi: 1’den 8’e kadar numaralandirilan tiiplerin hepsine 500 pl %5
lik MPA ¢0zeltisi konuldu. 500 pl glutatyon distilfit (GSSG) ¢Ozeltisi 1. Tipe eklendi.
1. tlipteki karisimdan 500 pl mikropipetle cekilerek 2. tiipe aktarildi. 2. tlipten cekilen
500 pl karisim 3. tiipe konuldu. 3. tiipten c¢ekilen 500 pl karigim 4. tiipe eklendi. 4.
tiipten ¢ekilen 500 pl karisim 5. tiipe eklendi. 5. tiipten ¢ekilen 500 pl karisim 6. tiipe
eklendi. 6. tupten ¢ekilen 500 ul karisim 7. tiipe eklendi. En son 8. tiipten 500 ul karigim
cekildi ve atildi. Her bir islemde 10 kez pipetaj yapildi. 8 numaral tiipe sadece 500 pl
%5’lik MPA c¢ozeltisi konuldu ve kor olarak kabul edildi. Ornekler kinetik olarak
ELISA okuyucuda 405 nm’de absorbanslar okundu. Sonugclar total glutatyon Kitinde
belirtilen hesaplamalara gore yapilarak dogrusal total glutatyon standart grafigi ¢izildi.
Bu islem 3 kez tekrar edildi (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3: GSH standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi.

Tlpler Standart Glutatyon  Dillisyon Tamponu Standart Cozelti
Konsantrasyonu (ul) (ul)
(ng/ml)
1 0,5 500 500 (standarttan)
2 0,25 500 500 (1°den)
3 0,125 500 500 (2’den)
4 0,0625 500 500 (3’ten)
5 0,03125 500 500 (4’ten)
6 0,0156 500 500 (5’den)
7 0,0078 500 500 (6’dan)
8 0 500 Kor
0.25 -
y = 0.3971x + 0.0053
0.2 - R? = 0.9944
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Sekil 3.3: Total glutatyon standart grafigi.
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3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Histolojik, imminohistokimyasal ve biyokimyasal veriler, SPSS (Statistical package for
the social sciences, 17. 0) istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Tim
parametreler icin  varyanslarin  homojenligi testi uygulandi. Histolojik ve
immunohistokimyasal parametreler igin Kruskal-Wallis testi ile tum gruplar arasinda
anlamlilik olup olmadig1 belirlendi. Ardindan ikili gruplar arasinda Mann-Whitney U
testi uygulandi1. Biyokimyasal parametreler icin tek yonlit ANOVA testi ile tim gruplar
arasinda anlamlilik olup olmadigi belirlendi. Ardindan ikili gruplar arasindaki
anlamliligi belirlemek i¢in bagimsiz student-t testi kullanildi. Sonuglar ‘ortalama +

standart hata’ olarak verildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOLOJIK BULGULAR

Kontrol ve deney gruplarina ait siganlarin ince bagirsak morfolojileri 151k mikroskopik

olarak incelendi ve elde edilen bulgular bes grup altinda toplandi.

4.1.1. Kontrol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait histolojik kesitlerde ince bagirsak dokusunun normal histolojik
gorinimu hakimdi. HE, Masson’un ii¢lii boyast ve PAS reaksiyonu uygulanan
kesitlerde ince bagirsagin jejunum bolgesinde liimene dogru epitel ve lamina
propriya’nin yaptigi ¢ikintilar olan ince uzun villuslarda epitel, tek kath silindirik
epiteldir. Villuslar arasinda yer alan Lieberkiihn bezlerinde de villus epiteli devam
etmektedir. Bu epitel uzun, silindirik, absorptif (emici) hiicreler ile bu hiicreler arasinda

yer alan goblet hiicrelerinden olusmustur (Sekil 4.1, 4.2, 4.3).

Absorptif hicreler apikal yizeylerinde c¢izgili kenar1 igerirler. Goblet hiicreleri ise
absorptif hiicreler arasinda yer alan, mukus igeren ve salgilayan hiicrelerdir. Bu
hiicrelerin mukus salgist ve absorptif hiicrelerin ¢izgili kenar1 siddetli PAS pozitif

reaksiyon vermektedir (Sekil 4.4).



31

Sekil 4. 1: Kontrol grubuna ait siganlarin jejunumunun genel gérinimd, V: villus, K:
kript, Masson, Bar: 200 pm.

Sekil 4.2: Kontrol grubuna ait siganlarin jejunumunun genel goriiniimii, V: villus, K: Kkript,
Masson, Bar: 100 pm.
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Sekil 4.4: Kontrol grubuna ait jejunumun ¢izgili kenarinda (») ve goblet hiicrelerinde (—)
gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon, Bar: 100 um.
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4.1.2. Radyasyon Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Radyasyon grubuna ait bireyler, kontrol grubu bireylerle Kkarsilagtirildiginda
mikroskobik olarak dokuda belirgin bir hasarin meydana geldigi tespit edilmistir.
Inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, villuslarda kisalma ve genisleme, villus biitiinliigiinde
bozulma ve kayip, hiperemi, koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisinda artis,
epitel hiicrelerinde hiperplazi ve vakuolizasyon, villuslarin lamina propriyasinda 6dem,
piknotik niikleus bu grupta belirgin olarak gdzlenen bulgulardir. Bu bulgularin yaninda
bez biitiinliigiinde bozulma ve kayip, mukozada nekrotik alanlar gézlenmistir (Sekil 4.5,
4.6, 4.7, 4.8). PAS pozitif reaksiyon veren goblet hiicre sayisinda, bu hicrelerdeki ve
cizgili kenardaki PAS pozitif reaksiyon siddetinde kontrol bireylerine gore belirgin
azalma gozlenirken, villuslar arasinda ve ¢izgili kenarlarin hemen Gzerinde gorilen PAS

pozitif reaksiyonda artis gozlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.5: Radyasyon grubuna ait siganlarin ince bagirsaginin jejunum bolgesinde inflamatuar
hiicre infiltrasyonu (=), Odem (W ), Villuslarda kisalma ve genisleme (V), HE, Bar:
200 pm.
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Sekil 4.6: Radyasyon grubunun jejunumunda hiperemi(—), hiperplazi ( ), koyu dar
sitoplazmik reaksiyon veren hiicreler (), piknotik niikleus (A ), dem (W ), Masson,
Bar: 100 pm.

Sekil 4.7: Radyasyon grubunun jejunumunda nekrotik alan (3 ), bez biitiinliigiinde bozulma
(%), 6dem (W ), Masson, Bar: 100 pm.
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Sekil 4.8: Radyasyon grubunun jejunumunda villus biitiinliginde bozulma (= ), 6dem (W),
hiperplazi ( ), vakuolizasyon (v), Masson, Bar: 100 pm.

Sekil 4.9: Radyasyon grubunun jejunumuna ait goblet hiicrelerinde (—) ve ¢izgili kenarinda
(™) PAS pozitif reaksiyon siddetinde azalma, goblet hiicre sayisinda azalma ve villuslar
arasinda ve villuslarin ¢izgili kenarlarinin hemen tizerinde gériilen PAS pozitif reaksiyonda
artma (=), Bar: 100 um.
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4.1.3. Radyasyon + Melatonin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Radyasyon ve melatoninin birlikte verildigi grupta, radyasyon grubunda goriilen villus
ve bez biitiinliigiinde bozulma ve kayip, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, nekrotik alan,
hiperemi, villuslarin lamina propriyasinda 6dem, villuslarda kisalma ve genisleme, koyu
dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisi ve epitel hucrelerinde vakuolizasyon
bulgularinda belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bunun yan1 sira villus epitel
hicrelerinde g0zlenen hiperplazi ve piknotik nikleus sayist kontrol gruplarinin
bulgularina yakin bulunmustur. Ayrica, piknotik niikleus, nekrotik alan, bez
biitiinligiinde bozulma ve kayip bulgular1 agisindan radyasyon + karnozin ve
radyasyon + karnozin + melatonin gruplan ile kiyaslandiginda azalma gozlenmistir
(Sekil 4.10, 4.11). Bu gruba ait kesitlerin PAS pozitif reaksiyon veren goblet hiicre
sayisinda, bu htcrelerdeki ve c¢izgili kenardaki PAS pozitif reaksiyon siddetinde
radyasyon grubuna gore belirgin artis gozlenirken, villuslar arasinda ve cizgili
kenarlarin hemen (zerinde gorilen PAS pozitif reaksiyonda azalma gozlenmistir (Sekil
4.12).
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Sekil 4.10: Radyasyon + Melatonin grubuna ait jejunumun genel goriinimd, V: villus, K: kript,
HE, Bar: 100 pm.

&

Sekil 4.11: Radyasyon + Melatonin grubuna ait villuslarin genel gériiniimii, V: villus, Masson,
Bar: 100 pm.
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Sekil 4.12: Radyasyon + Melatonin grubuna ait jejunumun ¢izgili kenarinda (P ),
goblet hiicrelerinde (—) gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon ve villuslarin arasinda
ve villuslarin gizgili kenarlarinin hemen tizerinde goriilen PAS pozitif reaksiyonda
azalma (=), Bar: 100 pm.

4.1.4. Radyasyon + Karnozin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Radyasyon ve karnozinin birlikte verildigi grupta, radyasyon grubunda goriilen villus ve
bez biitiinliigiinde bozulma ve kayip, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, nekrotik alan,
villuslarin lamina propriyasinda 6dem, piknotik nikleus, villuslarda kisalma ve
genisleme, koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisit ve epitel hicrelerinde
vakuolizasyon bulgularinda belirgin bir azalma oldugu tespit edilmistir. Bunun yani1 sira
villus epitel hiicrelerinde gozlenen hiperplazi, hiperemi kontrol gruplarinin bulgularina
yakindi. Koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisi ve villuslarin lamina
propriyasinda 6dem bulgulart bakimindan radyasyon + melatonin ve radyasyon +
karnozin + melatonin gruplarina gére azalma gozlenmistir (Sekil 4.13, 4.14). Bu gruba
ait kesitlerin PAS pozitif reaksiyon veren goblet hiicre sayisinda, bu hiicrelerdeki ve
cizgili kenardaki PAS pozitif reaksiyon siddetinde radyasyon grubuna goére belirgin artis
gozlenirken, villuslar arasinda ve cizgili kenarlarin hemen tzerinde gorilen PAS pozitif

reaksiyonda azalma gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.13: Radyasyon + Karnozin grubuna ait jejunumun genel gérinam, V: villus, K: Kkript,
HE, Bar: 200 pm.

Sekil 4.14: Radyasyon + Karnozin grubuna ait villuslarin genel goriiniimii, V: villus, Masson,
Bar: 100 pm.
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Sekil 4.15: Radyasyon + Karnozin grubuna ait jejunumun ¢izgili kenarinda (» ), goblet
hicrelerinde (—) gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon ve villuslarin arasinda ve
villuslarin ¢izgili kenarlarinin hemen iizerinde goriilen PAS pozitif reaksiyonda azalma
(=), Bar: 100 pm.

4.1.5. Radyasyon + Karnozin + Melatonin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Radyasyon, karnozin ve melatonin birlikte verildigi grupta radyasyon grubunda goriilen
villus ve bez bitinliiginde bozulma ve kayip, inflamatuvar hicre infiltrasyonu,
piknotik nikleus, nekrotik alan, villuslarin lamina propriyasinda 6dem, mukoza
hiperemi, villuslarda kisalma ve genisleme, koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre
say1s1, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon bulgularinda belirgin bir azalma oldugu tespit
edilmistir. Bunun yani sira villus epitel hiicrelerinde gozlenen hiperplazi kontrol
gruplarinin  bulgularina yakindi. Ayrica vakuolizasyon ve inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu bulgular1 bakimindan radyasyon + melatonin ve radyasyon + karnozin
gruplarina gore azalma gozlenmistir (Sekil 4.16, 4.17). Bu gruba ait kesitlerin PAS
pozitif reaksiyon veren goblet hiicre sayisinda, bu hiicrelerdeki ve gizgili kenardaki PAS
pozitif reaksiyon siddetinde radyasyon grubuna gore belirgin artis gézlenirken, villuslar
arasinda ve cizgili kenarlarin hemen tzerinde gorillen PAS pozitif reaksiyonda azalma
gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.16: Radyasyon + Karnozin + Melatonin grubuna ait villuslarin genel goriiniimii, V:
villus, HE, Bar: 100 pm.

Sekil 4.17: Radyasyon + Karnozin + Melatonin grubuna ait villuslarin genel goriiniimi, V:
villus, Masson, Bar: 100 pm.
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Sekil 4.18: Radyasyon + Karnozin + Melatonin grubuna ait jejunumun ¢izgili kenarinda (»),
goblet hiicrelerinde (—) gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon ve villuslarin arasinda ve
villuslarin ¢izgili kenarlarinin hemen tizerinde goriilen PAS pozitif reaksiyonda azalma (3=),
Bar: 100 pm.

4.1.6. Histolojik Hasar Skoru

Epitel hicrelerinde hiperplazi, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, koyu dar sitoplazmik
reaksiyon veren hiicre sayisinda artig, villuslarin lamina propriasinda 6dem, villus
biitiinliiglinde bozulma ve kayip, villuslarda kisalma ve genisleme, bez biitlinliigiinde
bozulma ve kaylp, mukozada inflamatuvar (mononuklear) hiicre infiltrasyonu,
mukozada hiperemi, mukozada nekrotik alan, piknotik nikleus sayisinda artig gibi 151k
mikroskobu kriterleri goz Oniline alinarak her bir bireye ait jejunum kesitleri
degerlendirildi. Her bir histolojik kriter O (hasarsiz), 1 (az hasar), 2 (orta hasar), 3
(siddetli hasar) veya 4 (¢cok siddetli hasar) seklinde derecelendirildi.

Isik mikroskobu ile tespit edilen yari-kantitatif degerlendirme sonuglar1 Tablo 4.1°de ve
istatistiksel olarak degerlendirilen bulgular Sekil 4.19’da gosterilmistir. Bu histolojik
kriterlere gore, hasar skoru en yuksek olan radyasyon grubu olmustur. Kontrol grubu
bireyleri ile kiyaslandiginda diger tum gruplarda histolojik hasar skoru istatistiksel

olarak anlamli bir artig gostermistir (p<0.001). Radyasyon + melatonin, radyasyon +
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karnozin ve radyasyon + melatonin + karnozin gruplarinda hasar skoru radyasyon

grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalig gostermistir (p<0.001).

Tablo 4.1: Bagirsak dokusunun yari-kantitatif olarak histolojik incelenmesi.

Histolojik Kontrol Rasyasyon  Radyasyon Radyasyon  Radyasyon
Kriterler Kontrol Melatonin Karnozin Karnozin
Melatonin
(n=7) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Epitel hiicrelerinde 3 26 4 5 3
hiperplazi
Epitel hiicrelerinde 3 32 18 16 10

vakuolizasyon

Koyu dar sitoplazmik 1 25 11 7 11
reaksiyon veren
hiicre sayisi

Villuslarin lamina 3 29 18 14 18
propriyasinda 6dem

Villus biitiinliigiinde 5 32 21 21 21
bozulma ve kayip

Villuslarda kisalma ve 5 31 16 20 20
genisleme

Bez biitiinliigiinde 0 31 11 20 13
bozulma ve kayip

Inflamatuvar hiicre 0 29 12 15 18
Infiltrasyonu

Mukozada hiperemi 3 30 10 3 10
Mukozada nekrotik 0 31 7 17 15
alan

Piknotik Nikleus 4 31 9 13 12
Ortalama Deger 3,85 40,87 17,12 18,87 18,87

NOT: 0, 1, 2, 3 olarak skorlanan histolojik hasar bulgular1 bir gruptaki birey sayisi (n) dikkate alinarak
verilmistir.
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Sekil 4.19: ince bagirsaga ait histolojik hasar skoru. Her bir grup icin elde edilen degerler
“ortalama + standart hata” olarak gosterilmistir. Kontrol: 3.85 + 0.7, Radyasyon: 40.87 + 0.51,
Rad+Mel: 17.12 + 0.51, Rad+Mel: 18.87 + 1,39, Rad+Kar+Mel: 18.87 + 1.02.

#Kontrol grubundan farkli (p<0.001)
b Radyasyon grubundan farkl (p<0.001)

4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

4.2.1. PCNA immunohistokimyasina Ait Bulgular

Ince bagirsak dokularinda yapilan immunohistokimyasal incelemeler sonucunda,
boyanma derecesinden elde edilen istatistiksel verilere gore tim gruplarda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma g6zlenmistir (p<0.05). Radyasyon +
melatonin, radyasyon + karnozin, radyasyon + karnozin + melatonin gruplarinda
radyasyon grubuna goére anlamli bir artis gézlenmistir. Ayrica radyasyon + melatonin
grubu radyasyon + karnozin ve radyasyon + karnozin + melatonin gruplarina gore
anlamli, radyasyon + karnozin grubu da radyasyon + karnozin + melatonin grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli olmayan bir artis gostermistir (Sekil 4.20). Sekiller
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incelendiginde hiicre ¢ogalma indeksinin belirlenmesinde kullanilan % PCNA pozitif
kript hucre indeksi en fazla kontrol grubunda iken, radyasyon grubunda oldukca az

oldugu izlenmektedir (Sekil 4.21-4.25).

70 -
60 -

50 -

a,b
40 -
a,b,c X
a,b,c
30 -
20 -
a
10 -

KONTROL RADYASYON RAD + MEL RAD + KAR RAD + MEL +
KAR

% PCNA pozitif hiicre

Sekil 4.20: Kript epitel hlicrelerinde immunohistokimya ile tespit edilen % PCNA pozitif hiicre
sayist. Her bir grup icin elde edilen degerler ‘ortalama + standart hata’ olarak
gosterilmistir. Kontrol: 56.65 £+ 2.17, Radyasyon: 13.12 + 0.6, Rad+Mel: 40.92 + 1.19,
Rad+Kar: 31.76 £ 1.48, Rad+Kar+Mel: 27.96 + 2.03.

#Kontrol grubundan farkli (p<0.05)
b Radyasyon grubundan farkli (p<0.01)
¢ Radyasyon + melatonin grubundan farkl1 (p<0.01)
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Sekil 4.22: Radyasyon grubu kript epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler (=), Bar: 50 pm.
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Sekil 4.23: Radyasyon + Melatonin grubu kript epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hucreler (=),
Bar: 50 pm.

Sekil 4.24: Radyasyon + Karnozin grubu kript epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler (—),
Bar: 50 pum.
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Sekil 4.25: Radyasyon + Karnozin + Melatonin grubu kript epitel hicrelerinde PCNA pozitif
hicreler (=), Bar: 50 um.

4.2.2. Kaspaz-3 Immunohistokimyasina Ait Bulgular

Ince bagirsak dokularmda yapilan immunohistokimyasal incelemelerde, boyanma
derecesinden elde edilen istatistiksel verilere gore kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda
radyasyon, radyasyon + karnozin ve radyasyon + melatonin + karnozin verilen
gruplarda (p<0.001) ve radyasyon + melatonin grubunda (p<0.01) istatistiksel olarak
anlamli bir artis belirlenmistir. Radyasyon + melatonin ve radyasyon + karnozin
gruplart (p<0.001) ile radyasyon + karnozin + melatonin grubu (p<0.01) radyasyon
grubuna gore anlamli bir azalma gostermistir. Ayrica radyasyon + melatonin + karnozin
grubu radyasyon + melatonin grubuna gére anlamli (p<0.05), radyasyon + karnozin
grubuna gore anlamli olmayan bir artis gostermistir (Sekil 4.26). Apoptotik hiicre
Olimunin belirteci olan aktif kaspaz-3 immiinohistokimyasal degerlendirme sonucunda,

farkli gruplardaki kaspaz-3 pozitif hiicreler Sekil 4.27-4.31°da gorulmektedir.
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Sekil 4.26: Kript epitel hiicrelerinde immunohistokimya ile tespit edilen % kaspaz-3 pozitif
hiicre sayis1. Her bir grup icin elde edilen degerler ‘ortalama + standart hata’ olarak
gosterilmistir. Kontrol: 12.6 + 1.61, Radyasyon : 48.72 +2.58, Rad+Mel : 25.35 £2.53,
Rad+Kar : 25.57 + 1.91, Rad+Kar+Mel: 33.4 + 3.37.

Kontrol grubundan farkli (p<0.001)
®Kontrol grubundan farkli (p<0.01)

° Radyasyon grubundan farkli (p<0.001)
¢ Radyasyon grubundan farkli (p<0.01)
® Rad + Mel grubundan farkli (p<0.05)
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Sekil 4.28: Radyasyon grubu kript epitel hiicrelerinde kaspaz-3 pozitif hicreler (—),  Bar: 50
pm.
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Sekil 4.29: Radyasyon + Melatonin grubu kript epitel hiicrelerinde kaspaz-3 pozitif hiicreler
(—), Bar: 50 pm.

Sekil 4.30: Radyasyon + Karnozin grubu kript epitel hiicrelerinde kaspaz-3 pozitif hiicreler (=),
Bar: 50 um.
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Sekil 4.31: Radyasyon + Melatonin + Karnozin grubu kript epitel hiicrelerinde kaspaz-3 pozitif
hicreler (=), Bar: 50 pm.

4.2.3. TNF-a Immunohistokimyasina Ait Bulgular

Ince bagirsak dokularinda yapilan immunohistokimyasal incelemeler sonucu, boyanma
derecesinden elde edilen istatistiksel verilere gore kontrol grubu ile kiyaslandiklarinda
radyasyon, radyasyon + melatonin, radyasyon + karnozin ve radyasyon + melatonin +
karnozin gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0.05).
Radyasyon + melatonin, radyasyon + karnozin ve radyasyon + karnozin + melatonin
gruplarinda radyasyon grubuna gore anlamli bir azalma belirlenmistir (p<0.05). Ayrica
radyasyon + melatonin grubu radyasyon + karnozin ve radyasyon + karnozin +
melatonin gruplarina gore anlamli bir azalma gosterirken (p<0.05), radyasyon +
karnozin grubu radyasyon + karnozin + melatonin grubuna gore anlamli olmayan bir
azalma gostermistir (Sekil 4. 32). Inflamasyon belirteci olan TNF-a pozitif olan hiicreler
immiinohistokimyasal degerlendirme ile farkli gruplardaki dagilimi Sekil 4.27-4.31’da
izlenmektedir.
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Sekil 4.32: Kript hiicrelerinde immunohistokimya ile tespit edilen % TNF-ao pozitif hiicre sayisi.
Her bir grup i¢in elde edilen degerler ‘ortalama + standart hata’ olarak gdsterilmistir.
Kontrol: 15.6 + 1.13, Radyasyon: 62.6 + 3.97, Rad+Mel: 24.75 + 1.54, Rad+Kar: 37
1.08, Rad+Kar+Mel: 42.4 + 1.47.

Kontrol grubundan farkli (p<0.05)

® Radyasyon grubundan farkli (p<0.05)

°Rad + Kar grubundan farkl (p<0.05)

9Rad + Kar + Mel grubundan farkli (p<0.05)
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Sekil 4.33: Kontrol grubu kript hiicrelerinde TNF-a pozitif hiicreler (—), Bar: 50 um.

™%

—

Sekil 4.34: Radyasyon grubu kript hiicrelerinde TNF-a. pozitif hiicreler (=), Bar: 50 pm.
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50 pm.

Sekil 4.36: Radyasyon + Karnozin grubu kript hiicrelerinde TNF-a pozitif hiicreler (=), Bar: 50
pm.
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Sekil 4.37: Radyasyon + Karnozin + Melatonin grubu kript hicrelerinde TNF-a pozitif hiicreler
(). Bar: 50 um.

4.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR

4.3.1. Katalaz Aktivitesine Ait Bulgular

Antioksidan etkiyi gozlemlemek Uzere doku homojenatlarindan elde edilen katalaz
verilerine gore kontrol grubu ile radyasyon, radyasyon + melatonin, radyasyon +
karnozin ve radyasyon + karnozin + melatonin gruplarmin katalaz degerleri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis (p<0.001) belirlenmistir. Ayrica
radyasyon grubu ile karsilagtirildiginda radyasyon + melatonin ve radyasyon + karnozin
gruplar1 (p<0.001) ile radyasyon + karnozin + melatonin grubunun (p< 0.01) katalaz
degerlerinin anlamli olarak arttigi g6zlenmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.38: ince bagirsak homojenatlarinin katalaz degerleri. Her bir grup icin elde edilen
degerler ‘ortalama =+ standart hata’ olarak gosterilmistir. Kontrol: 7.21 + 0.42, Radyasyon:
2.55 0.2, Rad+Mel: 4.1 + 0.24, Rad+Kar: 4.3 £ 0.28, Rad+Kar+Mel: 4.28 + 0.41.

#Kontrol grubundan farkli (p<0.001)
b Radyasyon grubundan farkli (p<0.001)
°Radyasyon grubundan farkli (p<0.01)

4.3.2. Glutatyon Degerlerine Ait Bulgular

Antioksidan etkinin tanimlanmast igin kullanilan GSH belirtecinden elde edilen verilere
gore, kontrol grubu ile radyasyon grubu GSH degerleri istatistiksel olarak anlamli bir
azalis (p<0.001), radyasyon + melatonin, radyasyon + karnozin ve radyasyon +
karnozin + melatonin gruplarinin GSH degerleri karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir artis (p<0.001) goéstermistir. Ayrica radyasyon grubu ile radyasyon +
melatonin, radyasyon + karnozin ve radyasyon + karnozin + melatonin gruplari
karsilagtirildiginda GSH degerlerinin anlamli olarak arttigi gézlenmistir (p<0.001).
Radyasyon + melatonin ve radyasyon + karnozin gruplariin GSH degerleri radyasyon

+ karnozin + melatonin grubuna gore de anlamli bir artis gostermistir (Sekil 4.39).
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Sekil 4.39: ince bagirsak homojenatlarmin GSH degerleri. Her bir grup icin elde edilen degerler
‘ortalama + standart hata’ olarak gosterilmistir. Kontrol: 34.16 + 0.4, Radyasyon: 30.18 £
0.39, Rad+Mel: 57.6 + 0.5, Rad+Kar: 58.93 + 0.51, Rad+Kar+Mel: 51.89 + 0.24.

#Kontrol grubundan farkl1 (p<0.001)
® Radyasyon grubundan farkli (p<0.001)
°Rad + Kar + Mel grubundan farkl (p<0.001)
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5. TARTISMA VE SONUC

Biyolojik sistemde, radyasyon etkisi ile olusan olaylar zinciri, radyasyon enerjisinin
DNA ya da bir enzim molekiilii gibi 6zel bir biyolojik yap1 tarafindan absorplanmasi ile
baslamigsa, buna “radyasyonun direkt etkisi” adi verilir. Isinlanmis hiicrelerde esas
hedefin DNA oldugu goriilmiistiir (Robbins ve Kumar, 2000). Hiicre, 6zellikle boliinme
sirasinda radyasyona en duyarl evrededir. Radyasyon etkisi ile DNA’nin tek veya gift
ipliginde kirik ve baz hasarlari olusabilir (Busch, 1993). DNA’nin radyokimyasal
hasarlar1 geri doniisiimlii olabilir. Ancak ortamdaki oksijen konsantrasyonu, serbest
radikalleri olusturabileceginden, oksijen tarafindan geri doniisiim inhibe edilir

(Macmillan ve Steel, 1997).

Ayrica, radyasyon enerjisi biyolojik molekiillerin (DNA ve enzim gibi) icinde
bulundugu ortamin molekiilleri tarafindan absorplanmis olabilir. Radyasyon enerjisinin
absorplanmasi ile degisiklige ugrayan bu ortam molekiilleri biyolojik molekillerle
reaksiyona girerek onlar1 degistirebilirler. Baslangicta radyasyon enerjisi biyolojik
molekiil tarafindan absorplanmamistir. Fakat onun da iginde bulundugu ortamin
molekiilleri tarafindan absorplandigindan biyolojik molekiil de bu olaydan indirekt

olarak etkilenmistir. Bu etkiye radyasyonun “indirekt etkisi” ad1 verilir (Ozalpan, 2001).

Radyasyondan en fazla canli organizmanin %70-90’ 11 olusturan su molekdllerinin
etkilenmesi sonucu, vicut igin oldukga zehirli olan hidroksil (OHe) ve hidrojen
radikallerinin (He) ortaya ciktigi goriiliir. Bunlarin birbiriyle ve biyolojik molekiillerle
etkilesmeleri, yine ¢ok toksik hidrojen peroksit (H2O2) molekiillerini olusturabilir
(Tubiana ve Dutreix, 1990; Greenstock, 1993; Macmillan ve Steel, 1997; Hall, 2000).
Artan hucre i¢i H,0, konsantrasyonu, enzim sistemleri tarafindan yok edilemeyince
hiicre i¢inde birikir ve oksidan etkisiyle hiicre hasarina sebep olur (Fang ve dig., 2002;
Neoman ve dig., 2002; Dokmeci ve dig., 2006). X ve y radyasyonlar1 gibi iyonizasyon
yogunlugu dislk olan radyasyonlarin etkisi, daha ¢ok indirekt yolla meydana gelir.
Canli madde, yiiksek oranda su igerdiginden indirekt etkiler, direkt radyasyon
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etkilerinden énemli olup, bunlar daha biiyiik radyasyon hasarlarina yol agarlar (Ozalpan,

2001).

Radyasyon hasarina en fazla hiicre yenilenmesi hizli olan dokularda rastlanir (Schally
ve dig., 1987). Ince bagirsakta, 1s1nlamay1 takiben ortaya ¢ikan degisiklikler, dncelikle,
villuslarin Ortii epitelinde goriiliir. Bagirsaklarda radyasyona en duyarli hiicreler,
Lieberkiihn bezlerinin dip kisimlarinda hizli ¢ogalan, ancak farklilasmasini villus
tepesinde tamamlayan hiicrelerdir. Radyasyon, heniiz farklilagsmamis bu hiicrelerin
mitotik safhada 6limiine neden olur (Guzman-Stein ve dig., 1989; Robbins ve Kumar,
2000).

Iyonizan radyasyonun serbest radikaller araciligiyla ve direkt iyonizasyonla hiicrelerde
hasara sebep oldugu bilinmektedir. Radyasyona bagl ortaya ¢ikan erken ve geg etkileri
tedavi etmek her zaman mimkiin olamadigi i¢in yan etki olusumunu Onleyebilecek
ajanlarin gelistirilmesi 6nem kazanmustir. Antioksidan 6zellik gosteren maddeler ile
yapilan destegin, radyasyonun hem tiimore yanitini arttirip, hem de normal hiicreler
tizerine toksik etkisini azaltarak, tedavi kazancini arttirabilecegi diisiiniilmektedir (Sert
ve Celik, 1996). Antioksidan maddeler kullanarak bu olumsuz etkilerin kismen
Onlenebilecegi gesitli deneysel ¢alismalar ile ortaya konmustur (Mutlu-Turkoglu ve dig.,
2000; Dokmeci ve dig., 2006; Kunwar ve dig., 2011; Haeri ve dig., 2013).

Melatonin, pineal bezden dogrudan dolagima verilen, enzimatik olmayan giiclii bir
antioksidandir. Cesitli antioksidanlarin  giiclinii  belirlemek amaciyla yapilan
karsilastirmali ¢alismalar, melatoninin en gili¢lii antioksidanlardan biri oldugunu
gostermektedir (Karbownik ve Reiter, 2000; Li ve dig., 2008). Melatoninin kuvvetli
antioksidan Ozelliginden dolayr gama radyasyon hasarina karst koruyucu olabilecegi
cesitli aragtirmalarla gosterilmistir (Koc ve dig., 2003; Guney ve dig., 2007; Hussein ve
dig., 2008). Karnozinin gii¢lii bir antioksidan oldugu ve bu etkiyi oksidatif stres sonucu
oraya ¢ikan lipid peroksidasyonunu (Aydin ve dig., 2010 a, 2010b) ve serbest
radikalleri inhibe ederek (Babizhayev ve dig., 1994) basardig1 yapilan arastirmalarla
gosterilmistir. Karnozinin katalaz, glutatyon peroksidaz, slperoksit dismutaz gibi
hiicresel antioksidan enzimlerin aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Mehmetgik ve dig.,

2008; Aydin ve dig., 2010a, 2010b; Ma ve dig., 2010; Ozdogan ve dig., 2011).



61

Giliniimiize kadar yapilan ¢aligmalarda radyasyonun ince bagirsak {lizerinde olusturdugu
hasar ve cesitli iyilestirici ajanlarin bu hasar iizerindeki etkileri arastirilmasina ragmen
bu ajanlarin klinikte kullanilmasina yetecek kadar calisma bulunmamaktadir. Bu
calisma kuvvetli antioksidan 6zellikleri nedeniyle son yillarda bir¢ok doku hasarinda
onemli iyilestirici etkileri gosterilen karnozin ve melatoninin ince bagirsakta olusan

radyasyon hasari iizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilmuistir.

Iyonizan radyasyon gastrointestinal kanalin ¢esitli doku bilesenlerinde bazi morfolojik
degisikliklere yol acar. Bu morfolojik degisikliklerin siniflandirilmasi, radyasyon
hasarmin derecesinin tespit edilmesine yardimci olur. Erken morfolojik parametrelerin
degerlendirilmesi i¢in; hiicrenin seklindeki, hiicreler arasi baglantilarindaki ve hiicre
yiizey morfolojisindeki degisikliklerin yanisira, hiicre  Oliimiiniin saptanmasi ve
fibrozisin derecesi gibi doku seviyesindeki morfolojik degisiklikler, kriter olarak
kullanilmaktadir (Somosy ve dig., 2002). Calismamizda epitel hicrelerinde hiperplazi,
vakuolizasyon, dar koyu sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisinda artig, villuslarin
lamina propriyasinda 6dem, villus biitiinliigiinde bozulma ve kayip, villuslarda kisalma
ve genigleme, bez bitinliginde bozulma ve kayip, mukozada inflamatuvar
(mononuklear) hiicre infiltrasyonu, hiperemi, nekrotik alan, piknotik niikleus gibi 151k
mikroskobu kriterlerini g6z dniine alarak radyasyon, radyasyon + melatonin, radyasyon
+ karnozin ve radyasyon + melatonin + karnozin verilen bireylerin ince bagirsaklarinda

meydana gelen histolojik hasar ve iyilesme gozlemlenmistir.

Kanter ve digerlerinin (2008) yaptig1 bir ¢alisma ile 15 Gy radyasyon uygulanan Wistar
albino cinsi siganlarin jejunum mukozalarinda histolojik yapinin 6nemli derecede
bozuldugu tespit edilmistir. Hiicre kaybina bagli olarak villuslarda kisalma ve
birlesmeler ile birlikte tunika mukozanin ileri diizeyde atrofik bir hal aldig1 gézlenirken,
villus epitel hiicrelerinin dokiilmiis, yer yer tamamen kaybolmus oldugu saptanmus,
lamina propriyada mononuklear hicre infiltrasyonunu gozlenmistir. Lieberkiihn
bezlerinin sayisinda azalma ile birlikte bez hiicrelerinde de kayiplar ve cogunlukla
kriptlerde bez hiicrelerinin tamamen ortadan kalktigi gozlenmistir (Kanter ve dig.,
2008). Dalla (1966) tarafindan da, iyonize radyasyonun, 24-48 saat igerisinde
bagirsaklarda akut morfolojik degisikliklere yol agtig1, villuslarin boylarinda kisalma ile

mukoza kalinliginda total bir azalmaya sebep oldugu bildirilmistir. Bagka bir caligmada,
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radyoterapi sonrasinda saatler igerisinde piknoz ve kromatin pargalanmasi gelistigi,
hiicre kaybmin meydana geldigi rapor edilmistir (Berthrong ve Fajardo, 1981). Yine
ayni arastirmacilar radyoterapinin ilk haftas1 icinde Lieberkiihn bezlerinde hiicre
kaybina bagli olarak atrofi meydana geldigini, daha sonra vill6z atrofi ve mukozada
diizlesme olustugunu bildirmislerdir. Calismamizda da literatiirdekine benzer olarak
radyasyon grubuna ait bireylerin ince bagirsak kesitlerinde belirgin miktarlarda
inflamatuvar hicre infiltrasyonu, villuslarda kisalma ve genisleme, villus biitiinliigiinde
bozulma ve kayip, mukozada hiperemi, dar koyu sitoplazmik reaksiyon veren hiicre
sayisinda artig, epitel hiicrelerinde hiperplazi ve vakuolizasyon, villuslarin lamina
propriyasinda 6dem, piknotik niikleus, bez biitiinliigiinde bozulma ve kayip, mukozada
nekrotik alan gozlemledik. Radyasyon + melatonin, radyasyon + karnozin ve radyasyon
+ melatonin + karnozin gruplarinin ince bagirsak dokularinda bu histolojik hasar
kriterlerinde radyasyon grubuna goére belirgin bir azalma saptanmistir. Ozellikle
radyasyon + melatonin grubu bulgularinin kontrol grubu bulgulara ¢ok yakin oldugu

belirlenmistir.

Bilindigi gibi PAS reaksiyonu doku karbohidratlarinin varligini gosteren bir
indikatordir (Bancroft ve Stevens, 1982). PAS pozitif maddelerin yapilarindaki ve
miktarlarindaki degisiklikler rengin siddetini degistirebilir (Dahlquist ve dig., 1965).
Hiicre ortiisii ve goblet hiicrelerindeki mukusu olusturan materyaldeki yap1 taslarinin
miktarinin azalmasi veya kimyasal yapisinin bozulmasi PAS (+) reaksiyonunun
azalmasinin nedeni olabilir. McArdle ve dig. (1986) iyonizan radyasyonun, ince
bagirsak epitel hiicrelerinde glikokaliks yapisinin azalmasina veya tamamen
kaybolmasina sebep oldugunu ve ¢izgili kenar disakkaritlerinin aktivitesini azalttigim
rapor etmislerdir. Yapilan bir ¢alismada 15 Gy radyasyon verilen siganlarin ince
bagirsaginin ileri diizeyde dejenerasyona ugrayan tunika mukozasinda neredeyse hig
goblet hiicresine rastlanmamis, lamina epiteliyalisteki hasarin boyutu ile iliskili olarak
cizgili kenar yapisinin da tamamen ortadan kalktigi carpici bir bicimde gdzlenmistir
(Kanter ve dig., 2008). Calismamizda, radyasyon grubunda PAS pozitif reaksiyon veren
goblet hiicre sayisi ve bu hiicrelerdeki reaksiyon siddetinde kontrol bireylere gore
belirgin azalma gozlerken, villuslar arasinda ve ¢izgili kenarlarin hemen {izerinde
goriilen PAS pozitif reaksiyonda artis gozlemledik. Radyasyon + melatonin, radyasyon

+ karnozin ve radyasyon + melatonin + karnozin gruplarinin PAS pozitif reaksiyon
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veren goblet hiicre sayis1 ve bu hiicrelerdeki reaksiyon siddetinde ise radyasyon grubuna
gore belirgin bir artis gozlenirken, villuslar arasinda ve cizgili kenarlarin hemen
uzerinde gortlen PAS pozitif reaksiyonda azalma belirledik. Sonug olarak, melatonin ve
karnozinin oksidatif stres olusumunu engelleyerek tiim histolojik hasar parametrelerinde

diizelmeye yol agtigini sdyleyebiliriz.

Beaulieu (1999), ince bagirsak dokusunda hiicre proliferasyonunun yiiksek oranda
oldugunu saptamustir. Ince bagirsakta mukozal yiizeydeki villuslarin arasma acilarak
cokiintiiler olusturan kriptlerde yiliksek proliferasyon kapasitesine sahip olan kok
hlcreler, her zaman boélinme halindedir. PCNA, proliferasyonu gosteren hicre nikleus
antijenidir ve DNA polimeraz gamanin alt birimi olarak hiicre dongistinde rol oynar
(Cogulu ve dig., 2007). Hiicre proliferasyonunun morfolojik 6zelliklerini iyi sekilde
gostermesi sebebiyle hiicre ¢ogalma indeksinin belirlenmesi i¢cin PCNA proteininin
immiinohistokimyasal olarak saptanmasi siklikla kullanilan bir yontemdir (Sheen-Chen
ve dig., 2003). Calismamizda proliferasyondaki degisimler PCNA proteininin varligina

gore belirlenmistir.

Hiicre proliferasyonu yalnizca biiyiime faktorlerince degil, ayni zamanda hiicre
dongisinu engelleyen sinyallerce de diizenlenir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasi
DNA’ nin hasara ugratilmasi, hiicreler arasi iliski ve bazi hiicre dis1 faktorler yoluyla
olabilir. Bu tip baskilayici sinyallere verilebilecek en 1yi 6rnek DNA hasarina yanit
olarak p53 proteinince yonlendirilen hiicre dongusiiniin durdurulmasidir. P53 proteini,
sentez fazindaki hiicrelerde DNA eslesmesini dogrudan engeller ve hiicre dongusuni
durdurur (Cogulu ve dig., 2007).

Radyasyonun, yiiksek dozda veya tekrarlanarak artan dozda uygulandiginda,
inflamasyon, lamina propriyada plazmosit ve polimorf nikleuslu 16kosit infiltrasyonu,
farklilasmamig hiicrelerde de mitoz inhibisyonuna neden oldugu bildirilmistir (Carroll
ve dig., 1995). Doniistlirticii biiytime faktorii beta (TGF-B) ve TNF gibi hicre
bolinmesini engelleyen sitokinlerin, biylime faktorlerinin hiicre bélinmesi igin aktive
ettigi dilizenekleri baskiladiklari, biliylime faktorii reseptorlerinin  ekspresyonunu
azalttiklari, reseptorlerin inaktive edilmesine yol actiklar1 ya da hiicre boliinmesini
saglayacak sinyallerin iletilmesini engelledikleri bildirilmistir (Gunes, 1999).

Radyasyonun dokular {izerindeki etkileri, belirtilerin ortaya ¢ikis zamanina gore erken
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ve ge¢ donem olmak iizere iki agamalidir. Erken donem etkileri gastrointestinal
mukoza, kemik iligi, testisin germinatif hiicreleri gibi hizli c¢ogalan dokularda
proliferasyon iizerinde olumsuz etki yapmasi nedeniyledir. Bu etkiler radyoterapiden
saatler ya da giinler sonra ortaya ¢ikar ve gecicidir. Ge¢ donem etkileri, tedaviyi takip
eden 6 ay ile 6 yillik bir donemde ortaya ¢ikar ve ilerliyicidir (Withers, 1992).
Yaptigimiz calisma ile radyasyon grubu bireylerinin ince bagirsaginda kontrol grubu
bireylerine gore proliferasyonda belirgin bir azalma saptadik. Radyasyon + melatonin,
radyasyon + karnozin ve radyasyon + melatonin + Kkarnozin gruplarinda ise
proliferasyonun radyasyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli olarak arttigini
belirledik. Elde ettigimiz bu bulgular daha 6nce yapilan calismalara paralel olarak
radyasyonun ince bagirsak lizerinde olusturdugu proliferasyonu baskilayict etkisini

destekler niteliktedir.

Melatoninin proliferasyonu uyarmasi veya inhibe etmesi hiicre tipine ve melatonin
konsantrasyonuna baglhidir (Sainza ve dig., 2003). Melatoninin kanser hiicrelerinde
proliferasyonu inhibe ettigi, insan kemik hiicresi (Nakade ve dig., 1999) ve fare
splenositleri (Drazen ve dig., 2001) gibi normal hiicrelerde proliferasyonu uyardigi
gosterilmistir. Yapilan in vitro bir ¢alismada preadiposit hiicrelerinde melatoninin doz
ve zaman bagimli olmak {izere proliferasyonu uyardig1 gosterilmistir (Zwirska-Korczala
ve dig., 2005). Tek doz 5 Gylik radyasyon verilen kondrosit hicrelerinde
proliferasyonun inhibe oldugu gézlenirken, melatonin uygulamasinin bu etkiyi azalttig
yani proliferasyonu uyardigi gosterilmistir (Kember, 1967). Ayrica aliiminyum
tarafindan ince bagirsakta proliferasyonun inhibe edildigi gosterilen bir caligmada
melatoninin proliferasyonu arttirdig1 gosterilmistir (Sarikaya, 2011). Yaptigimiz ¢alisma
ile radyasyonun ince bagirsak iizerinde proliferasyonu inhibe edici etkisine karsilik

olarak melatoninin proliferasyonu uyardigi tespit edilmistir.

Tanaka ve digerlerinin (2005) yaptig1 bir ¢alismada, yara iyilesmesinde, radyasyonun
proliferasyonu azalttigi, karnozin uygulamasinin ise, radyasyon grubuna gore
proliferasyonu arttirdigi gosterilmistir. Biz de yaptifimiz c¢aligma ile karnozinin

proliferasyonu arttirdigini ortaya koyduk.
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Sonug olarak, radyasyonun DNA, RNA ve protein sentezini engelleyerek hiicre
proliferasyonunda azalmaya neden olabilecegini, melatonin ve karnozinin ise

antioksidan 6zellikleri nedeniyle proliferasyonu arttirmis olabilecegini diisiinmekteyiz.

Apoptoz siiresince Onemli yapisal proteinlerin parcalanmasi kaspazlar tarafindan
gergeklestirilir (Herren ve dig., 1998). Apoptozun kaspaz aktivitesi ile gerceklestigi iki
temel sinyal yolu vardir. Bunlar; Fas ligandi gibi bir 6lim reseptorunin aktive
olmasiyla gergeklesen dis yol, mitokondriden sitokrom c salinimimin aktive edildigi i¢
yoldur (Hayashi ve Araki, 2002). Kaspaz ailesinin bir tiyesi olan kaspaz-3 bu iki temel
apoptotik sinyal yolunda da aktive edilir ve hiicre 6liimiiniin geri doniislimsiiz sinyalinin
iletilmesinde gorevlidir. Bu enzim niikleozomal merdiven olusumundan sorumlu
DNaz’1 aktive eder (Weiske ve dig., 2001). Bu sebeple aktif kaspaz-3 enzimi siklikla
apoptotik hiicre 6liimiiniin belirteci olarak kullanilir (Green, 2000; Ulukaya, 2003). Bu
sebeple yaptigimiz ¢aligmada apoptotik hiicre 6liimiindeki degisimleri sitoplazmik aktif

kaspaz-3 enziminin varligina gore belirledik.

Iyonize radyasyonun memelilerde olusturdugu hasar hiicresel bilesiklerin fonksiyonlari
ve yapisindaki degisikliklere sebep olarak doku yikim ve oliimleriyle sonuglanan
kompleks bir gerilemeye neden olur (Akpolat ve dig., 2009). Hiicre seviyesinde
radyasyona yanit; mutasyon, anormal hiicre sekillerinin gelisimi ve hiicrelerin 6liimii
gibi geri doniislimsiiz, ya da biyolojik sistemlerin geri doniisiimlii degisiklikleri seklinde
gozlenebilir (Somosy, 2000). Arastirmalar, Lieberkiihn bezlerinde bulunan kok
hiicrelerin, 1sinlamaya karsi hiicre kayb1 ve sonrasinda hizli bir ¢ogalma siireciyle yanit
olusturdugunu gostermistir (Potten ve dig., 1994). Isinlamanin ardindan, kok hiicrelerin
G, fazimin bloke olmasiyla mitotik inhibisyon gergeklesir. Apoptozdan dolayr akut
hicre 6lumi neticesinde direkt olarak kok hucreler kayba ugrar. Mitotik inhibisyon
1sinlamadan yaklasik olarak 30 dakika sonra baslar ve sonraki 8-20 saat slresince
gozlenebilir. Apoptotik hiicreler 1s1nlamadan sonra 2-3 saat i¢cinde goriilmeye baslar ve
tipik ultrastrikturel ozellikler gosterir (Merritt ve dig., 1995). Yapilan ¢alismalardan
elde edilen verilere gore, iyonizan radyasyona bagli apoptozun, gastrointestinal kanalda
p53 geninin kontrol ettigi bir mekanizma tarafindan diizenlendigi agiklanmigtir (Wilson

ve dig., 1998). Bu calismalara paralel olarak yaptigimiz ¢alisma ile radyasyon verilen
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bireylerin ince bagirsak dokularinda kaspaz-3 pozitif hiicre sayisinda istatistiksel olarak

anlamli bir artis belirlenmistir.

Take ve dig. (2009) sican testisi tizerinde 8 Gylik radyasyonun kaspaz-3 enziminin
ekspresyonunu, yani apoptozu arttirdigini, melatoninin ise bu hasar {izerindeki etkiyi
azaltarak anti-apoptotik bir rol oynadigimi gostermislerdir. Kim ve dig. (2001)’in
yaptiklar1 in vitro bir ¢alismada insan derisinin fibroblast hiicrelerinde 8 Gy’lik
radyasyonun arttirdig1 apoptozu, melatoninin azalttigi ortaya konmustur. Yapilan bagka
bir in vitro calismada, radyasyonun sig¢anlarin lenfositlerinde apoptozu uyardigi,
melatoninin ise apoptozu inhibe ettigi gosterilmis, bu etkisinin doz-bagiml etkisinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Yurtcu ve dig., 2007). Disaridan verilen melatoninin
grantloza hucrelerinde apoptozu inhibe ettigi, proliferasyonu arttirdigi gosterilmistir
(Wang ve dig., 2012). Baska bir ¢alismada, periferal kandaki lenfositlere verilen 8
Gy’lik radyasyonun, apoptozu uyardigi, melatonin 6n uygulamasinin ise apoptozu
azalttig1 ortaya konmustur (Mohseni ve dig., 2012). Ayrica UV radyasyonu ile kaspaz-3
ve apoptozun diger dnemli belirteclerinin arttig1 gosterilen keratinosit hiicrelerinde de
melatoninin bu artig1 tersine ¢evirerek anti-apoptotik bir etki gosterdigi belirtilmistir
(Fischer ve dig., 2008). Deneysel olusturulan kolon kolit hasarinda TNF-a pozitif
hiicre sayisinda artis saptanmis, melatonin uygulamasinin ise, bu hasarin neden oldugu
inflamasyon ve apoptozu azaltarak, antiinflamtuvar ve antiapoptotik bir etki gosterdigi
belirtilmistir (Mazzon ve dig., 2006). Fare beyin dokusuna 4 Gy’lik radyasyon verilen
bir caligmada, oksidatif stres ve apoptozun arttigi, melatonin 6n uygulamasinin ise
oksidatif stres ve apoptozu azalttigi gosterilmistir. Melatoninin anti-apoptotik etkisinin
oksidatif stresi azaltmasi sebebiyle bu sonuca varilabilecegi diistiniilmiistiir (Liu ve dig.,
2012). Yaptigimiz ¢alismada, bu ¢alismalara paralel olarak, melatoninin radyasyonun
ince bagirsakta neden oldugu apoptozu azalttigini belirledik. Melatoninin anti-apoptotik

etkisini antioksidan sistem tizerinden gergeklestirmis olabilecegini sOyleyebiliriz.

Haeri ve dig. (2013) yaptiklar1 bir calisma ile gama radyasyonu verilen farelerin
testisinde artan apoptozun karnozin uygulamasi ile azaldigin1 gézlemlemislerdir. Ayrica
insanlarda yapilan bir ¢alismada karnozinin interlokin-1p iiretimini arttirarak ve
apoptozu inhibe ederek immiin cevabi diizenleyici bir rol aldigi da gosterilmistir (Tan

ve Candlish, 1998). Bu calismalara paralel olarak karnozinin, antioksidan etkisi ile,
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radyasyonun olusturdugu ince bagirsak hasarinda apoptoza giden hiicrelerin sayisinda

azalmaya sebep oldugunu diistinmekteyiz.

Inflamasyon, canli dokularin hasara kars1 gdsterdigi bir reaksiyon, koruyucu bir yanttir.
Temel amaci, organizmayr hem hiicre hasarmin etkeni olan mikroorganizma ve
toksinlerden korumak, hem de hasar sonucu ortaya ¢ikan nekrotik hiicre ve doku
artiklarindan temizlemektir. Inflamasyon olusumunda &nemli olaylardan birisi de,
fagositteki oksijen tiiketiminin hizli ve ani artisin1 saglayarak hasara neden olan toksin
veya mikroorganizmaya karsi savunma saglamaktir. Oksijen patlamasi denen bu olay,
reaktif oksijen tiriinlerini ortaya ¢ikarir (Faith ve dig., 2008). TNF-a ¢esitli inflamatuvar
ve immiinmodiilator uyarana yanit olarak cesitli hiicre tipleri tarafindan iiretilen bir
sitokindir (Lentsch ve dig., 2000). Dogrudan mitokondriye toksisitesi olabilir, apoptozu
veya nekrozu indikleyebilir (Baker ve Reddy, 1998). Calismamizda radyasyonun
meydana getirecegi muhtemel oksidatif strese karst meydana gelecek inflamasyonun

varligini belirlemek amaciyla TNF-a’ y1 immiinohistokimyasal olarak tespit ettik.

Radyasyonun inflamatuvar hiicreleri aktive ederek ince bagirsak inflamasyonuna sebep
olabilecegi gosterilmistir (Saclarides, 1997). Yapilan bir ¢alismada 6 ve 8 Gy radyasyon
verilen sicanlarda malondialdehit, miyeloperoksidaz, nitrik oksit artis1 ve glutatyon
seviyelerindeki azalig gibi faktorlerin inflamatuvar siirecte Onemli rol oynadigi
gosterilmistir. Ayrica, inflamatuvar hiicre aktivasyonunun da, kript hiicrelerinin 6limii
ile karakterize edilen akut ince bagirsak hasari ile iliskili olabilecek belli sitokinlerin,
inflamatuvar aracilarin  ve reaktif oksijen metabolitlerinin sentezini uyardigi
belirlenmistir (Savarese ve dig., 2003). Onal ve dig. (2011)’nin yaptiklar1 ¢aligmada
ince bagirsakta radyasyonun inflamatuvar siireci uyardigi gosterilmistir. Biz de
yaptigimiz ¢aligma ile onceki caligmalara paralel olarak radyasyon verilen si¢anlarin

ince bagirsaginda inflamasyonun arttigini belirledik.

Radyasyon uygulamasindan o©nce verilen melatoninin, sadece radyasyon verilen
bireylere gore inflamasyonu azaltarak koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (Onal ve
dig., 2011). Ayrica aliiminyum ile olusturulan sigan ince bagirsak hasarinda
inflamasyon varlig1 tespit edilmis ve melatoninin bu hasar sonucu olusan inflamasyonu

onemli dl¢glide azalttig1 gosterilmistir (Sarikaya, 2011).



68

Yapilan bir ¢alismada karnozinin, asetaminofen tarafindan arttirilan TNF-a, interlokin-
6, interlokin-10 ve monosit kemoatraktan proteinini anlamli olarak azalttig
saptanmustir. Elde edilen sonuglara gore karnozinin antioksidan ve antiinflamatuvar bir
ajan oldugu belirtilmistir (Yan ve dig., 2009). Ayrica diger arastirmacilar da karnozinin
antioksidan ozelliginden dolaytr dokuyu hasar ve inflamasyondan korudugunu
bildirmiglerdir (Babizhayev ve dig., 1994; Chan ve dig., 1994). Calismamizda da
radyasyon hasar1 olusan bireylerin ince bagirsaginda melatonin ve karnozinin,

antioksidan etkileri ile, inflamasyonu azalttiklar1 belirlenmistir.

Gama radyasyonun ince bagirsakta olusturdugu oksidatif stresi aragtiran bir ¢aligmada
GSH ve KAT degerlerinin belirgin bir 6lcide azaldig: bildirilmistir (Saada ve dig.,
2010). Yaptigimiz bu ¢alisma ile, gama radyasyonun ince bagirsakta KAT aktivitesini

ve total GSH seviyesini istatistiksel olarak anlamli bir bicimde azalttigin1 gozlemledik.

Glutatyon, DNA sentezinde ve hasarli DNA par¢alarinin onarilmasinda, metabolik
fonksiyonlarin yerine getirilmesinde, zehirli maddelerin inaktif hale doniistiiriilmesinde
ve serbest radikallerin olasi hasarlarinin 6nlenmesinde goérev alan c¢ok Onemli bir
antioksidandir (Chavan ve dig., 2005). Canli dokularinda oksidatif hasar mekanizmasini
anlayabilmek icin GSH degerlerinin belirlenmesi 6nemlidir. Birgok ¢alismada
antioksidan savunma sistemi belirleyicisi olarak GSH, okside glutatyon (GSSG) ve
katalizor enzim gulutatyon peroksidaz (GSH-Px) degerlerine bakilmaktadir
(Balahoroglu ve dig. 2008).

Melatoninin en giiglii antioksidanlardan biri oldugu cesitli antioksidanlarin giiciinii
belirlemek amaciyla yapilan karsilagtirmali ¢aligsmalar ile gosterilmistir (Karbownik ve
Reiter, 2000, Li ve dig., 2008). Melatoninin SOD, GSH-Px, glutatyon reduktaz (GSH-
Rd), glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) ve y-glutamilsistein sentetaz gibi bazi
antioksidan enzimlerin gen ekspresyonlarin1 ya da aktivitelerini arttirdigi ve bu yolla
oksidatif stresi baskiladig1 bilinmektedir. GSH havuzunu koruyan GSH-Rd aktivitesinin
ekzojen melatonin ile yiikseldigi bildirilmistir. Melatonin tarafindan y-glutamilsistein
sentetazin uyarilmasiyla, insan endotel hiicrelerinde total GSH igeriginin yiikseldigi 6ne

stiriilmektedir (Yazici ve Kose, 2004).
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Iyonize radyasyona maruz birakilan farelerle yapilan bir calismada kuvvetli bir
antioksidan olan melatoninin KAT ve GSH seviyelerini arttirarak doku hasarina karsi
koruyucu etki gosterdigi ve DNA hasarini en aza indirdigi gosterilmistir (Karbownik ve
Reiter, 2000). Liu ve dig.’nin (2012) radyasyonun uyardigi sigan beyninde olusan
oksidatif hasara karsi melatoninin etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada, radyasyonun
etkisi ile azalan KAT ve SOD miktarlarinin melatonin uygulamasi ile arttig1
gosterilmistir. Radyasyon nefropatisine karst melatoninin etkilerinin incelendigi diger
bir ¢alismada 1sinlanma Oncesi verilen melatoninin total antioksidan enzim, SOD ve
GSH-Px miktarinda artisa sebep oldugu gosterilmistir (Ozdemir, 2010). Radyasyonun
hipotalamus ve serebral korteks lizerinde katalaz seviyelerini azalttigin1 gosteren bir
calismada, melatoninin antioksidan 06zelligi nedeniyle azalan kalataz seviyelerini
arttirdigr gosterilmistir (Yildirim ve dig., 2007). Yaptigimiz calisma ile melatonin
verilen radyasyon hasar1 olusturulmus bireylerin ince bagirsaginda, total glutatyon ve
katalaz degerlerinin, radyasyon bireylerinin degerlerine gore anlamli 6l¢iide arttigini
gosterdik. Melatoninin, gerek kendisi bir antioksidan olarak gerekse glutatyon ve
katalaz gibi 6nemli antioksidan seviyelerini arttirarak, radyasyonun ince bagirsak

tizerinde meydana getirdigi hasar1 6nemli dl¢ilide diizelttigini sdyleyebiliriz.

Yan ve dig. (2009) farelerde asetaminofen ile olusturulan karaciger hasarindan 6nce
dort hafta boyunca oral verilen karnozinin ve histidinin etkisini arastirmiglardir.
Galigmanin sonucunda karnozinin belirgin olarak GSH’y1 arttirdigi, serbest oksijen
radikallerini azalttigi, GSH-Px ve KAT aktivitelerini arttirdigi, boylece asetaminofenin
neden oldugu oksidatif stresi azalttigi gosterilmistir. Kadmiyum ile olusturulan akut
karaciger hasarinda karnozinin etkileri arastirilan bir ¢alismada hasar sebebiyle azalan
GSH, KAT ve SOD seviyelerinin karnozin uygulamasi ile arttig1 gosterilmistir (Fouad
ve dig., 2009). Noori ve Mahboob (2010), cisplatinin bobrek itizerinde olusturdugu
oksidatif hasar1 arastirdiklar1 bir ¢alismada, dokuda GSH, KAT ve SOD seviyelerinin
azaldigini, karnozin uygulamasinin ise bu antioksidanlarin seviyelerini arttirdigini
belirtmislerdir.  Baykara ve dig.  (2009) iskemi-reperfiizyon ile si¢anlarda
olusturduklar1 karaciger hasarinda ise iskemiden 30 dakika once ve reperfiizyondan
hemen sonra uygulanan karnozinin etkisini arastirmislardir. Bu ¢aligmanin sonucunda
karnozinin, karaciger hasarinda histopatolojik olarak belirgin diizelme sagladig1 ve total

glutatyon duzeyini anlamli olarak arttirdigi gosterilmistir. Ayrica Artun (2008)
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karnozinin siganlarda alkole bagli karaciger hasari {iizerine etkisini inceledigi
calismasinda, karnozin 6n uygulamasi yapilan grupta total glutatyon diizeyinin etanol
verilen gruba gore arttigini belirlemistir. Calismamiz sonucunda karnozinin ince
bagirsakta  katalaz aktivitesini ve total glutatyon degerlerini anlamli derecede
arttirdigin1  gozlememiz, karnozinin Onemli bir antioksidan olabilecegi goriisiini

destekler niteliktedir.

Bu calismada elde edilen bulgular ve bu bulgulara dayanarak vardigimiz sonuglari

Ozetlemek gerekirse;

e Total viicut 1s1nlamasi yapilan si¢an ince bagirsaginda radyasyonun doku hasari
meydana getirdigi, 1sinlama Oncesi ve sonrasi verilen melatonin, karnozin ve
melatonin + karnozinin bu hasar {izerindeki koruyucu bir etki gosterdigi,

e Radyasyonun ince bagirsaktaki proliferasyonu azaltmasina karsin, melatonin,
karnozin ve melatonin + karnozinin iyilestirici bir etki gostererek proliferasyonu
arttirdigz,

e Radyasyonun ince bagirsakta inflamasyona sebep oldugu, melatonin, karnozin
ve melatonin + karnozinin bu etkiyi azaltarak antiinflamatuvar bir etki
gosterdigi,

e Radyasyonun ince bagirsakta apoptozu uyardigi, melatonin, karnozin ve
melatonin + karnozinin bu etkiyi azaltarak antiapoptotik bir etki gosterdigi,

e Radyasyon hasarinda total glutatyon seviyesinin azaldigi, melatonin, karnozin
ve melatonin + karnozinin antioksidan etki ile total glutatyon seviyesini
arttirdigy,

e Radyasyon hasarinda katalaz aktivitesinin azaldigi, melatonin, karnozin ve
melatonin + karnozin uygulanmasinin, antioksidan etki gostererek, katalaz
seviyesini arttirdigi belirlenmistir.

e Sonu¢ olarak, sican ince bagirsaginda radyasyon ile meydana gelen hasar
uzerinde eksojen olarak verilen melatonin, karnozin ve melatonin + karnozinin
sitoprotektif, antioksidan, antiapoptotik, antiinflamatuvar ve proliferatif bir etki

gosterdikleri ve koruyucu bir rol aldiklar: saptanmustir.
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e Calismamiz klinikte, radyoterapinin sebep oldugu yan etkilerin énlenmesi veya
azaltilmasina yonelik ajanlarin gelistirilmesi i¢in yapilan ¢alismalara 1s1k

tutabilecektir.



72

KAYNAKLAR

Agarwal, A., Saleh, R.A. and Bedaiwy, M.A., 2003, Role of reactive oxygen species in
the pathophysiology of human reproduction, Fertility and Sterility, 79, 829-43.

Akkus, 1., 1995, Serbest radikaller ve fizyopatolojik etkileri, Mimoza Yaynlari,
Istanbul, ISBN: 975-543-038-5.

Akpolat, M., 2007, Gamma Radyasyonun Ileum Kadehsi Hiicrelerinde Olusturdugu
Hasarlara Karsi Curcumin Ve C Vitamininin Koruyucu FEtkilerinin Isik Ve
Elektron Mikroskobik Diizeylerde Incelenmesi, Doktora Tezi, Trakya Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitlisu.

Akpolat, M., Kanter, M., Uzal, M.C., 2009, Protective effects of curcumin against
gamma radiation-induced ileal mucosal damage, Archives of Toxicology, 83(6),
609-617.

Altmisik, M., 2000, Serbest oksijen radikalleri ve antioksidanlar [online],
http://www.mustafaaltinisik.org.uk/21-adsem-01.pdf, [Ziyaret Tarihi: 27 Mayis
2010].

Andersen, J.K., 2004, Oxidative stress in neurodegeneration: cause or consequence,
Nature Reviews Neuroscience, 5, 18-25.

Andreyev, A.Y., Kushnareva, Y.E., Starkov, A.A., 2005, Mitochondrial metabolism of
reactive oxygen species, Biochemistry (Moscow), 70(2), 200-214.

Arinola, O.G., 2004, Metal binding acute phase proteins and trace elements in Nigerian
children with urinary schistosomiasis, Biokemistri, 16(1), 23.

Arrick, B.A., Nathan, C.F., 1984, Glutathione metabolism as a determinant of
therapeutic efficacy: a review, Cancer Research, 44, 4224-4232.

Artun, B.C., 2008, Karnozin Uygulamasinin Sicanlarda Alkole Bagl Karaciger Hasar
Uzerine Etkisinin Incelenmesi, Uzmanlk Tezi, Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitist.

Aydin, A.F., Kucukgergin, C., Ozdemirler-Erata, G., Kocak-Toker, N., Uysal, M.,
2010a, The effect of carnosine treatment on prooxidant-antioxidant balance in
liver, heart and brain tissues of male aged rats, Biogerontology, 11, 103—-109.

Aydin, A.F., Kusku-Kiraz, Z., Dogru-Abbasoglu, S., Gulluoglu, M., Uysal, M., Kocak-
Toker, N., 2010b, Effect of carnosine against thioacetamide-induced liver
cirrhosis in rat, Peptides, 31, 67-71.



73

Aydogdu, N., Erbas, H., Kaymak, K., 2007a, Taurin, melatonin ve N-asetilsisteinin

kadmiyuma bagl akciger hasarindaki antioksidan etkileri, Trakya Universitesi Tip
Fakultesi Dergisi, 24(1), 43-48.

Aydogdu, N., Kanter, M., Erbas, H., Kaymak, K., 2007b, Kadmiyuma bagl1 karaciger
hasarinda taurin, melatonin ve asetilsisteinin nitrik oksit, lipid peroksidasyonu ve
bazi antioksidanlar tizerindeki etkileri, Erciyes Tip Dergisi, 29(2), 89-96.

Babizhayev, M.A., Seguin, M.C., Gueyne, J., Evstigneeva, R.P., Ageyeva, E.A.,,
Zheltukhina, G.A., 1994, L-carnosine (beta-alanyl-L-histidine) and carcinine
(beta-alanylhistamine) act as natural antioxidants with hydroxyl-radical-
scavenging and lipid-peroxidase activities, The Biochemical Journal, 304(2),
509-516.

Baker, S.J., Reddy, E.P., 1998, Modulation of life and death by the tumor necrosis
receptor superfamily, Oncogene, 17, 3261-3270.

Balahoroglu, R., Diilger, H., Ozbek, H., Bayram, 1., Sekeroglu, M.R., 2008, Protective
effects of antioxidants on the experimental liver and kidney toxicity in mice,
European Journal of General Medicine, 5(3), 157-164.

Bancroft, J.D., Stevens, A., 1982, Theory and practica of histological techniques,
Churchill Livingstone, Edinburg.

Baykara, B., Tekmen, I., Pekcetin, C., Ulukus, C., Tuncel, P., Sagol, O., Ormen, M.,
Ozogul, C., 2009, The protective effects of carnosine and melatonin in ischemia-
reperfusion injury in the rat liver, Acta Histochemica, 111, 42-51.

Bealieu, J.F., 1999, Integrins and human intestinal cell functions, Frontiers in
Bioscience, 4, 310-321.

Bergonie, K., Tribondeau, L., 1906, Actions Des Rayons X Sur Le Testicle, Archives
D ’electrite Medical, 14, 779-911.

Berthrong, M., Fajardo, L.F., 1981, Radiation injury in surgical pathology. Part II.
Alimentary tract, American Journal of Surgical Pathology, 5, 153-178.

Beyer, C.E., Steketee, J.D., Saphier, D., 1998, Antioxidant properties of melatonin-an
emerging mystery, Biochemical Pharmacology, 56, 1265-1272.

Blokhina, O., Virolainen, E., Fagerstedt, K.V., 2003, Antioxidants, oxidative damage
and oxygen deprivation stress: a review, Annals of Botany, 91:179-194.

Boldyrev, A., Johnson, P., Wei, Y., Tan, Y., Carpenter, D.O., 1999, Carnosine and
taurine protect rat cerebellar granular cells from free radical damage,
Neuroscience Letters, 263, 169-172.

Brzezinski, A., 1997, Melatonin in humans, The New England Journal of Medicine,
336, 186-195.



74

Busch, D.B., 1993, Radiation and Chemotheraphy Injury: Pathophysiology, Diagnosis,
and Treatment, Critical Reviews in Oncology/Hematology, 15, 49-89.

Cadenas, E. and Packer, L., 2002, Handbook of Antioxidants, Marcel Dekker Inc., New
York, ISBN: 0-8247-0547-5.

Campbell, N.A. and Reece, J.B., 2006, Biyoloji, Palme Yaymcilik, ISBN: 975-8982-85-
0.

Carroll, M.P., Zera, R.T., Roberts, J.C., Schlafmann, S.E., Feeney, D.A., Johnston,
G.R., West, M.A., Bubrick, M.P., 1995, Efficacy of radioprotective agents in
preventing small and large bowel radiation injury, Disease of Colon Rectum,
38(7), 716-22.

Chan, W.K.M., Decker, E.A., Lee, J.B., Butterfield, L.D., 1994, EPR spin-trapping
studies of the hydroxy radical scavenging activity of carnosine and related
dipeptides, Journal of Agricultural Food Chemistry, 42, 1407-1410.

Chavan, S., Sava, L., Saxena, V., Pillai, S., Sontakke, A., Ingole, D., 2005, Reduced
glutathione: importance of specimen collection, Indian Journal of Clinical
Biochemistry, 20(1), 150-152.

Chowdhury, P., Soulsby, M., 2008, Oxidant- antioxidant status in rats exposed to
simulated weightlessness by hind-limb unloading and reloading, The Open
Clinical Chemistry Journal, 1, 47-56.

Cox, J.D., 1994, Gastrointestinal Tract, Moos’ Radiation Oncology, 7, 428-440.

Cogulu, O., Alpman, A., Durmaz, B., Ozkinay, F., 2007, Mitoz ve mayozun molekiler
temelleri, Turkiye Klinikleri, Journal of Medical Sciences, 27, 725- 737.

Dahlquist, A., Olsson, I., Norden, A., 1965, The periodate schiff reaction: specifity,
kinetics and reaction products with pure substrate, Journal of Histochemical
Cytochemical, 13(6), 423-430.

Dalla, P., 1966, Intestinal malabsorbtion in patients undergoing abdominal radiation
therapy, In: Sullivan ME (ed). Gastrointestinal Radiation Injury, Richland:
Washington.

Darko, E., Ambrus, H., Stefanovits-Banyai, E., Fodor, J., Bakos, F., Barnabas, B.,
2004, Aluminium toxicity, Al tolerance and oxidative stress in an Al-sensitive
wheat genotype and in Al-tolerant lines developed by in vitro microspore
selection, Plant Science, 166(3), 583-591.

Davies, K.J.A., Pryor, W.A., 2005, The evolution of free radical biology and medicine:
a 20-year history, Free Radical Biology and Medicine, 39, 1263-1290.

Diamond, A.M., Dale, M.P., Murray, J.L., Grdina, D.J., 1996, The inhibition of
radiation induceed mutagenesis by the combined effects of selenium and the
aminothiol WR-1065, Mutation Research, 356, 147-154.



75

Dokmeci, D., Akpolat, M., Aydogdu, N., Uzal, M.C., Turan, F.N., 2006, The protective
effect of L-carnitine on ionizing radiation-induced free oxygen radicals,
Scandinavian Journal of Laboratory Animal Science, 33(2), 75-83.

Drazen, D.L., Bilu, D., Bilbo, S.D., Nelson, R.J., 2001, Melatonin enhancement of
splenocyte proliferation is attenuated by luzindole, a melatonin receptor
antagonist, American Journal of Physiology Regulatory Intergrative and
Comparative Physiology, 280 (5), 1476-1482.

Droge, W., 2002, Free radicals in the physiological control of cell function,
Physiological Reviews, 82, 47-95.

Faith, M., Sukumaran, A., Pulimood, A.B., Jacob, M., 2008, How reliable an indicator
of inflammation is myeloperoxidase activity, Clinica Chimica Acta, 396(1-2), 23-
25.

Fang, Y.Z., Yang, S., Wu, G., 2002, Free Radicals, Antioxidants, and Nutrition,
Nutrition, 18, 872-9.

Fischer, T.W., Zmijewski, M.A., Wortsman, J., Slominski, A., 2008, Melatonin
maintains mitochondrial membrane potential and attenuates activation of initiator
(casp-9) and effectorcaspases (casp-3/casp-7) and PARP in UVR-exposed HaCaT
keratinocytes, Journal of Pineal Research, 44 (4), 397-407.

Fouad, A.A., Qureshi, H.A., Yacoubi, M.T., Al-Melhim, W.N., 2009, Protective role of
carnosine in mice with cadmium-induced acute hepatotoxicity, Food and
Chemical Toxicology, 47(11), 2863-2870.

Fujii, T., Takaoka, M., Muraoka, T., Kurata, H., Tsuruoka, N., Ono, H., Kiso, Y.,
Tanaka, T., Matsumura, Y., 2003, Preventive effect of L-carnosine on
ischemia/reperfusion-induced acute renal failure in rats, European Journal of
Pharmacology, 474, 261-267.

Fujii, T., Takaoka, M., Muraoka, T., Kurata, H., Tsuruoka, N., Ono, H., Kiso, Y.,
Tanaka, T., Matsumura, Y., 2005, Dietary supplementation of L-carnosine
prevents ischemia/reperfusion induced renal injury in rats, Biological and
Pharmaceutical Bulltein, 28(2), 361-363.

Green, D.R., 2000, Apoptotic pathways: paper wraps stone blunts scissors, Cell, 102, 1-
4,

Greenstock, C.L., 1993, Radiation and Aging: FreeRradical Damage, Biological
Response and Possible Antioxidant Intervention, Medical Hypotheses, 41, 473-82.

Guney, Y., Hicsonmez, A., Uluoglu, C., Guney, H.Z., Ozel Turkcu, U., Take, G.,
Yucel, B., Caglar, G., Bilgihan, A., Erdogan, D., Nalca-Andrieu, M., Kurtman
C., Zengil H., 2007, Melatonin prevents inflammation and oxidative stress caused
by abdominopelvic and total body irradiation of rat small intestine, Brazilian
Journal of Medical and Biological Research, 40, 1305-14.



76

Gutteridge, J.M., Halliwell, B., 2000, Free radicals and antioxidants in the year 2000. A
historical look to the future, Annals of theNew York Academy of
Sciences,899,136-47.

Guzman-Stein, G., Bonsack, M., Lieberty, J., 1989, Abdominal radiation causes
bacterial translocation, The Journal of Surgical Research , 46, 104-107.

Giines, H., 1999, Sitokinlerin hiicre dongiisii {izerindeki etkileri, Turkish Journal of
Biology, 23, 283- 292.

Haeri S. A., Rajabi H., Fazelipour S., Hosseinimehr S. J., 2013, Carnosine mitigates
apoptosis and protects testicular seminiferous tubules from gamma-radiation-
induced injury in mice, Andrologia, 12, 1-6.

Hall, J.E., 2000, Radiobiology for the Radiologist, 5thed. J.B. Lippincott Company,
USA, ISBN: 978-975-420-579-4.

Halliwell, B., Whiteman, M., 2004, Measuring reactive species and oxidative damage in
vivo and in cell culture: how should you do it and what do the results mean,
British Journal of Pharmacology, 142, 231-255.

Hardeland, R., Poeggeler, B., 2008, Melatonin beyond its classical functions, The Open
Physiology Journal, 1, 1-22.

Hardeland, R., Reiter, R.J., Poeggeler, B., Tan, D.X., 1993, The significance of the
metabolism of the neurohormone melatonin: antioxidative protection and
formation of bioactive substances, Neuroscience and Biobehavioral Reviews,
17(3), 347-357.

Hassett, D.J., Imlay, J.A., 2007, Bactericidal antibiotics and oxidative stress: a radical
proposal, ACS Chemical Biology, 2(11), 708-710.

Hayashi, M., Araki, T., 2002, Caspase in renal development, Nephrology Dialysis
Transplantation, 17 (9), 8-10.

Herren, B., Levkau, B., Raines, E.W., Ross, R., 1998, Cleavage of beta-catenin and
plakoglobin and shedding of VE-cadherin during endothelial apoptosis: evidence
for a role for caspases and met alloproteinases, Molecular Biology of the Cell, 9
(6), 1589-601.

Hill, S. M., Blask, D.E., 1988, Effects of the Pineal Hormone Melatonin on the
Proliferation and Morphological Characteristics of Human Breast Cancer Cells
(MCF-7) in Culture, Cancer Research, 48, 6121.

Howart, G.S., Francis, G.L., Cool, J.C., Xu, X., Byard, R.W., Read, L.C., 1996, Milk
growth factors enriched from cheese whey ameliorate intestinal damage by
methotrexate when administered orally to rats, The Journal of Nutrition, 129,
2519-2530.



77

Humanson, G.L., 1972, Animal tissue techniques, H.W. Freeman and Company, San
Francisco, ISBN: 61-17383.

Hussein, M.R., Abu-Dief, E.E., Kamel, E., EI-Ghait, A.T.A., Abdulwahed, S.R.,
Ahmad, M.H., 2008, Melatonin and roentgen irradiation-induced acute radiation
enteritis in Albino rats: An animal model, Cell Biology International, 32, 1353-
1361.

lanas, O., Olivescu, R., Badescu, I., 1991, Melatonin involvement in oxidative
processes, Romanian Journal of Endocrinology, 29, 117-123.

Javois, L.C., 1999, Immunocytochemical Methods and Protocols, Humana press, New
Jersey, ISBN: 0-89603-570-0.

Jenkins, R.R., Tengi, J., 1981, Catalase activity in skeletal muscle of varying fibre
types, Experientia, 37, 67-8.

Jones, D.P., 2008, Radical-free biology of oxidative stress, American Journal of
Physiology Cell Physiology, 295, 849-868.

Jones, S.P., Hoffmeyer, M.R., Sharp, B.R., Ho, Y.S., Lefer, D.J., 2003, Role of
intracellular antioxidant enzymes after in vivo myocardial ischemia and
reperfusion, American Journal of Physiology Hearth and Circulatory Physiology,
284, 277-282.

Junqueira, B., Carneiro, D., 2009, Temel Histoloji, Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul,
ISBN: 97897542006999.

Kanter, M., Tarladagalisir, Y.T., Akpolat M., Mercantepe T., 2008, Gamma radyasyona
bagliolusan jejunum mukoza hasarina karsi curcumin ve amifostinin koruyucu
etkilerinin incelenmesi, Tip Arastirmalar: Dergisi, 2008, 6 (3), 128-135.

Karbownik, M., Reiter, R.J., 2000, Antioxidative effects of melatonin in protection
against cellular damage caused by ionizing radiation, Experimental Biological
Medicine, 225, 9-22.

Kember, N.F., 1967, Cell survival and radiation damage in growth cartilage, British
Journal of Radiology, 40, 496-505.

Kelly, F.J., 2003, Oxidative stress: its role in air pollution and adverse health effects,
Occuption of Environmental Medicine, 60, 612-616.

Kelly, S.A., Havrilla, C.M., Brady, T.C., Abramo, K.H., Levin, E.D., 1998, Oxidative
stress in toxicology: established mammalian and emerging piscine model systems,
Environmental Health Perspectives, 106(7), 375-384.

Kierszenbaum, A.L., 2006, Histoloji ve Hiicre Biyolojisi Patolojiye Giris, Palme
Yayincilik, istanbul, ISBN: 994-4341-0-29.



78

Kim, B.C., Shon, B.S., Ryoo, Y.W., Kim, S.P., Lee, K.S., 2001, Melatonin reduces X-
ray irradiation-induced oxidative damages in cultured human skin fibroblasts,
Journal of Dermatology Science, 26, 194-200.

Kirkman, H.N., Gaetani, G.F., 1984, Catalase: a tetrameric enzyme with four tightly
bound molecules of NADPH, National Academy of Sciences of the United States
of America, 81(14), 4343-4347.

Kirkman, H.N., Rolfo, M., Ferraris, A.M., Gaetani, G.F., 1999, Mechanisms of
protection of catalase by NADPH. Kinetics and stoichiometry, The Journal of
Biological Chemistry, 274(20),13908-13914.

Klimberg, V.S., Souba, W.W., Dolson, D.J., 1990, Prophylactic glutamine protects the
intestinal mucosa from radiation injury, Cancer, 66, 62.

Koc, M., Taysi, S., Buyukokuroglu, M.E., Bakan N., 2003, Melatonin protects rat liver
against irradiation-induced oxidative injury, Journal of Radiation Research, 44,
211-215.

Kocer, I., Taysi, S., Ertekin, M.V., Karslioglu, I., Gepdiremen, A., Sezen, O. Serifoglu,
K., 2007, The effect of L-carnitine in the prevention of ionizing radiation-induced
cataracts: a rat model, Graefe’s Archive for Clinical and Experimental
Ophthalmology, 245, 588-594.

Kohen, R., Nyska, A., 2002, Oxidation of biological systems: oxidative stress
phenomena, antioxidants redox reactions and methods for their quantification,
Toxicologic Pathology, 30(6), 620-650.

Kruidenier, L., Kuiper, I., Dujin, W., Mieremet-Ooms, M.A.C., Hogezand, R.A,,
Lamers, C.B.H.W., Verspaget, H.W., 2003, Imbalanced secondary mucosal
antioxidant response in inflammatory bowel disease, Journal of Pathology, 201,
17-27.

Kumbul, K., 2007, Deneysel intestinal iskemi ve reperflizyon modelinde caffeic acid
phenethyl esterin akciger hasarin onlemedeki etkinligi, Uzmanlik Tezi, Stileyman
Demirel Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii.

Kunwar, A., Bag, P.P., Chattopadhyay, S., Jain, V.K., Priyadarsini, K.I., 2011, Anti-
apoptotic, anti-inflammatory, and immunomodulatory activities of 3,3-

diselenodipropionic acid in mice exposed to whole body y-radiation, Archives of
Toxicology, 85, (11), 1395-1405.

Lai, H.S., Chen, W.J., Chiang, L.Y., 2000, Free radical scavenging activity of fullerenol
on the ischemia-reperfusion intestine in dogs, World Journal Surgery, 24, 450-
454,

Lentsch, A.B., Atsushi, K., Yoshidome, H., 2000, Inflammatory mechanisms and
therapeutic strategies for warm hepaticischemia/reperfusion injury, Hepatology,
32, 169-173.



79

Lerner, A., 2007, Aluminum is a potential environmental factor for Crohn’s disease
induction, Annals of the New York Academy of Sciences, 1107, 329-345.

Lesgards, J.F., Gauthier, C., lovanna, J., Vidal, N., Dolla, A., Stocker, P., 2011, Effect
of reactive oxygen and carbonyl species on crucial cellular antioxidant enzymes,
Chemico-Biological Interactions, 190(1), 28-34.

Li, J.Y.,, Yin, H.Z,, Gu, X., Zhou, Y., Zhang, W.H., Qin, Y.M., 2008, Melatonin
protects liver from intestine ischemia reperfusion injury in rats, World Journal of
Gastroenterology, 14(48), 7392-7396.

Liu, Y., Zhang, L., Zhang, H., Liu, B., Wu, Z., Zhao, W., Wang, Z., 2012, Exogenous
melatonin modulates apoptosis in the mouse brain induced by high-LET carbon
ion irradiation, Journal of Pineal Research, 52(1), 47-56.

Lowry, O.H., Rosebrough, W.1., Farr, A.L., Randall, R.J., 1951, Protein measurement
with the folin phenol reagent, Journal of Biological Chemistry, 193, 265-275.

Ma, X.Y., Jiang, Z.Y., Lin, Y.C., Zheng, C.T., Zhou, G.L., 2010, Dietary
supplementation with carnosine improves antioxidant capacity and meat quality of
finishing pigs, Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition (Berl), 94,
€286-€295.

Macmillan, T.J. and Steel, G.G., 1997, DNA damage and cell killing, In; Steel GG
(Ed.). Basic Clinical Radiobiology. New York: Co-published in the USA by
Oxford University Press.

Mansour, H.H., 2006, Protective role of carnitine ester against radiation-induced
oxidative stres in rats, Pharmacolology Research, 54, 165-171.

Marx, E.R., Ehler, J.W., Tayapongask, P., 1990, Relationship of oxygen doseto
angiogenesis induction in irradiated tissue, American Journal of Surgery, 160(5),
519-524.

Mates, J.M., 2000, Effects of antioxidant enzymes in the molecular control of reactive
oxygen species, Toxicology, 153, 83-104.

Mazeron, J., Locoche, T., Maugis, A., 1998, (Ceviri: Uzal C). Kanserde isinlama
teknikleri, Ankara: Onci Limited, 7-60.

Mazzon, E., Esposito, E., Crisafulli, C., Riccardi, L., Muia, C., Di Bella, P., Meli, R.,
Cuzzocrea, S., 2006, Melatonin modulates signal transduction pathways and
apoptosis in experimental colitis, Journal of Pineal Research, 41 (4), 363-373.

McArdle, A.H., Reid, E.C., Laplante, M.P., Freeman, C.R., 1986, Prophylaxis against
radiation injury: the use of elemental diet prior and during radiotherapy for
invasive bladder cancer and early postoperative feeding following radical
cystectomy and ileal conduit, Archives of Surgery, 121, 879-885.



80

Mehmetcik, G., Ozdemirler, G., Kocak-Toker, N., Cevikbas, U., Uysal, M., 2008, Role
of carnosine in preventing thioacetamide-induced liver injury in the rat, Peptides,
29, 425-429.

Merle, A., Delagrange, P.H., Renard, P., Lesieur, D., Cuber, J.C., Roche, M., Pellissier,
S., 2000, Effect of melatonin on motility pattern of small intestine in rats and its
inhibition by melatonin receptor antagonist S 22153, Journal of Pineal Research,
29(2), 116-124.

Merritt, A.J., Potten, C.S., Watson, A.J., Loh, D.Y., Nakayama, K., Nakayama, K.,
Hickman, J.A., 1995, Differential expression of bcl-2 in intestinal epithelia.
Correlation with attenuation of apoptosis in colonic crypts and the incidence of
colonic neoplasia, Journal of Cell Sciences, 108, 2261-2271.

Millan-Plano, S., Piedrafita, E., Miana-Mena, F.J., Fuentes-Broto, L., Martinez-
Ballarin, E., Lopez-Pingarron, L., Saenz, M.A., Garcia, J.J., 2010, Melatonin and
structurally-related compounds protect synaptosomal membranes from free
radical damage, International Journal of Molecular Sciences, 11, 312-328.

Mohseni, M., Mihandoost, E., Shirazi, A., Sepehrizadeh, Z., Bazzaz, J.T.
Ghazikhansari, M., 2012, Melatonin may play a role in modulation of bax and
bcl-2 expression levels to protect rat peripheral blood lymphocytes from gamma
irradiation-induced apoptosis, Mutation Research, 738-739, 19-27.

Morceli, G., Honorio-Francga, A.C., Fagundes, D.L., Calderon, .M., Franga, E.L., 2013,
Antioxidant effect of melatonin on the functional activity of colostral phagocytes
in diabetic women, PLoS One, 8 (2), e56915.

Monobe, M., Hino, M., Sumi, M., Uzawa, A., Hirayama, R., Ando, K., 2005, Protective
effect of melatonin on y-ray induced intestinal damage, International Journal of
Radiational Biology, 81(11), 855-860.

Mutlu-Turkoglu, U., Erbil, Y., Oztezcan, S., Olgac, V., Toker, G., Uysal, M., 2000, The
effect of selenium and/or vitamin E treatments on radiation-induced intestinal
injury in rats, Life Sciences, 66(20), 1905-1913.

Nakade, O., Koyama, H., Ariji, H., Yajima, A., Kaku, T., 1999, Melatonin stimulates
proliferation and type I collagen synthesis in human bone cells in vitro, Journal of
Pineal Research, 27, 106-110.

Institute For Laboratory Animal Research, 2011, Guide for the care and use of
laboratory animals, The National Academies Press, Washington D.C., ISBN: 0-
309-15401-4.

Neoman, E., Zahran, A.M., Kamal, A.M., 2002, Vitamin E and selenium administration
as a modulator of antioxidant defence system: Biochem Assesment and
Modification, Biological Trace Element Research, 86, 55-64.



81

Noori, S., Mahboob, T., 2010, Antioxidant effect of carnosine pretreatment on cisplatin-
induced renal oxidative stress in rats, Indian Journal of Clinical Biochemistry, 25
(1), 86-91.

Onal, C., Kayaselcuk, F., Topkan, E., Yavuz, M., Bacanli, D., Yavuz, A., 2011,
Protective Effects of Melatonin and Octreotide Against Radiation-Induced
Intestinal Injury, Digestive Diseases and Sciences, 56, 359-367.

Ozdogan, K., Taskin, E., Dursun, N., 2011, Protective effect of carnosine on
adriamycin-induced oxidative heart damage in rats, Anadolu Kardiyoloji
Dergisi,11, 3-10.

Ozalpan, A., 2001, Temel Radyobiyoloji, 1. Basim, Halig Universitesi Yayinlari,
Istanbul, ISBN:975-8574-00-0.

Ozdemir, O., 2010, Melatonin Ve L Karnitinin Radyasyon Nefropatisine Karsi Etkileri,
Uzmanlik Tezi, On Dokuz May1s Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii.

Ozden, A., 2008, Ratlarda deneysel olarak olusturulan iyonik kontrast madde kaynakli
bobrek hasarinda oksidatif stresin fonksiyonu ve olasi oksidatif stres iizerine
kafeik asit fenetil esterin etkisinin arastirtimasi, Uzmanlik Tezi, Siileyman
Demirel Universitesi T1p Fakiiltesi.

Penninckx, M., 2000, A short review on the role of glutathione in the response of yeasts
to nutritional, environmental, and oxidative stresses, Enzyme and Microbial
Technology, 26(9-10), 737-742.

Pereira, L.B., Mazzant’, C.M., Goncalves, J.F., Cargnelutt, D., Tabaldi, L.A., Becker,
A.G., Calgaroto, N.S., Farias, J.G., Battisti, V., Bohrer, D., Nicoloso, F.T.,
Morsch, V.M., Schetinger, M.R., 2010, Aluminum-induced oxidative stress in
cucumber, Plant Physiology and Biochemical, 48(8), 683-689.

Potten, C.S., Merritt, A., Hickman, J., Hall, P., Faranda, A., 1994, Characterization of
radiation-induced apoptosis in the small intestine and its biological implications,
International Journal of Radiational Biology, 65, 71-78.

Reiter, R.J., 1993, Interactions of the pineal hormone melatonin with oxygen-centered
free radicals: a brief review, Brazilian Journal Medicine Biology Research, 26,
1141-1155.

Reiter, R., Tang, L., Garcia, J.J., Munoz-Hoyos, A., 1997, Pharmacological actions of
melatonin in oxygen radical pathophysiology, Life Sciences, 60(25), 2255-2271.

Reiter, R.J., 2003, Melatonin: clinical relevance, Best Practical Research of Clinical
Endocrinology Metabolism, 17, 273-285.

Reiter, RJ., Tan, D.X., Mayo, J.C., Sainz, R.M., Leon, J., Czarnocki, Z., 2003,
Melatonin as an antioxidant: biochemical mechanisms and pathophysiological
implications in humans, Acta Biochimica Polonica, 50(4), 1129-1146.



82

Reiter, R.J., Tan, D.X., Osuna, C., Gitto, E., 2000, Actions of melatonin in the reduction
of oxidative stress, Journal of Biomedical Science, 7, 444-458.

Robbins, M.E.C., Zhao, W., 2004, Chronic oxidative stress and radiation late normal
tissue injury: a review, International Journal of Radiational Biology, 80(4), 251-
259.

Robbins, S. and Kumar, V., 2000, Temel Patoloji: Cevresel Hastaliklar; Fiziksel
ajanlarla zedelenme, (Ceviri Ed.: U Cevikbas), 6. Basim, Nobel Tip Kitapevleri
Ltd. Sti., Istanbul.

Romeu, M., Mulero, M., Giralt, M., Folch, J., Nogues, M.R., Torres, A., Fortuno, A.,
Sureda, F.X., Cabre, M., Paternain, J.L., Mallol, J., 2002, Parameters related to
oxygen free radicals in erythrocytes, plasma and epidermis of the hairless rat, Life
Sciences, 71, 1739-1749.

Saada, H.N., Rezk, R.G., Eltahawy, N.A., 2010, Lycopene protects the structure of the
small intestine against gamma-radiation-induced oxidative stress, Phytotheraphy
Research, 24 (2), 204-208.

Saclarides, T.J., 1997, Radiation injuries of the gastrointestinal tract, The Surgical
Clinics of North America, 77, 261-268.

Sainza, R. M., Mayo, J.C., Rodriguez, C., Tan, D.X., Lopez-Burilloa, S. and Reiter, R.
J., 2003, Melatonin and cell death: differential actions on apoptosis in normal and
cancer cells, Cellular and Molecular Life Sciences, 60, 1407-1426.

Sakashita, T., Takanami, T., Yanase, S., Hamada, N., Suzuki, M., Kimura, T.,
Kobayashi, Y., Ishii, N., Higashitani, A., 2010, Radiation biology of
caenorhabditis elegans: germ cell response, aging and behavior, Journal of
Radiational Research, 51, 107-121.

Samanta, N., Kannan, K., Bala, M., Goel, H.C., 2004, Radioprotective mechanism of
podophyllum hexandrum during spermatogenesis, Molecular and Cellular
Biochemistry, 267, 167-176.

Sarikaya, G., 2011, Aliminyum ile olusturulan sican ince bagirsak toksisitesi tizerinde
melatoninin roll, Uzmanlik Tezi, Istanbul Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii.

Savarese, D.M., Savy, G., Vahdat, L., Wischmeyer, P.E., Corey, B., 2003, Prevention of
chemotherapy and radiation toxicity with glutamine, Cancer Treatment Reviews,
29, 501-513.

Schally, A.V., Paz-Bouza, J.1., Schlosser, J.V., Karashima, T., Debeljuk, L., Gandle, B.,
1987, Protective effects of analogs of luteinizing hormone-releasing hormone
against x-irradiationinduced testicular damage in rats, Proceedings of the National
Academy of Sciences, 84, 851-855.

Scibor, D., Czeczot, H., 2006, Catalase: structure, properties, function, Postepy Higienyi
Medycyny Doswiadczalnej, 60, 170-180.



83

Sert, C., Celik, M.S., 1996, Radyasyondan koruyucu ajanlar, Turkiye Klinikler Journal
of Medical Sciences, 16, 292-298.

Shaheen, A.A., Hassan, S.M., 1991, Radioprotection of whole-body gamma-irradiation-
induced alteration in some hematological parameters by cysteine, vitamin E and
their combination in rats, Strahlenther und Onkologie, 167(8), 498-501.

Sheen-Chen, S., Ho, H., Chen, W., Eng, H., 2003, Obstructive Jaundice Alters
Proliferating Cell Nuclear Antigen Expression in Rat Small Intestine, World
Journal of Surgery, 27, 1161-1164.

Shuryak, 1., Brenner, D.J., 2009, A model of interactions between radiation-induced
oxidative stress, protein and DNA damage in deinococcus radiodurans, Journal of
Theoretical Biology, 261, 305-317.

Somosy, Z., 2000, Radiation response of cell organelles, Micron, 31,165-181.

Somosy, Z., Horvath, M., Telbisz, A., Rez, G., Palfia, Z., 2002, Morphological aspects
of ionizing radiation response of small intestine, Micron, 33, 167-178.

Steel G.G., 1997, The Significance of Radiobiology for Radiotheraphy, In; Steel GG
(Ed.). Basic Clinical Radiobiology. New York: Co-published in the USA by
Oxford University Press.

Stvolinsky, S.L., Kukley, M.L., Dobrota, D., Vachova, M.M., Tkac, I., Boldyrev, A.,
1999, Carnosine: an endogenous neuroprotector in the ischemic brain, Cellular
and Molecular Neurobiology, 19(1), 45-56.

Stvolinsky, S.L., Kukley, M.L., Dobrota, D., Mezesova, V., Boldyrev, A., 2000,
Carnosine protects rats under global ischemia, Brain Research Bulletin, 53(4),
445-448.

Tahan, G., Gramignoli, R., Marongiu, F., Aktolga, S., Cetinkaya, A., Tahan, V., Dorko,
K., 2011, Melatonin expresses powerful anti-inflammatory and antioxidant
activities resulting in complete improvement of acetic-acid-induced colitis in rats,
Digestive Diseases and Sciences, 56 (3), 715-720.

Take, G., Erdogan, D., Helvacioglu, F., Goktas, G., Ozbey, G., Uluoglu, C., Yicel, B.,
Guney, Y., Hicsonmez, A., Ozkan, S., 2009, Effect of melatonin and time of
administration on irradiation-induced damage to rat testes, Effects of melatonin on
irradiated testes, Brazilian Journal of Medical and Biological Research, 42, 621-
628.

Tan, K.M., Candlish, J.K., 1998, Carnosine and anserine as modulators of neutrophil
function, Clinical and Laboratory Haematology, 20, 239-244.

Tanaka, R.A., Ramos, F.M.M., Almeida, S.M., Vizioli, M.R., Boscolo, F.N., 2005,
Evaluation of Radioprotecive Effect of Carnosine (B- Alanyl-1-Histidine) on the
Wound Healing in Rats, Journal of Applications Oral Sciences, 13 (3), 253-258.



84

Tandon, V.R., Sharma, S., Mahajan, A., Bardi, G.H., 2005, Oxidative stress: a novel
strategy in cancer treatment, JK Science, 7(1), 1-3.

Taskm, E.I., Akgiin-Dar, K., Kapucu, A., Altunbas, K., Firat, ., Dogruman, H., 2008,
Sican kolon epiteli proliferasyonuna orlistat ve yesil ¢ayin etkisi, beta katenin ile
olan iliskisi, Nobel Medicine, 4(3), 15-19.

Threuamma, K.E., 1996, Protective effects of curcumin, ellagic acid and bixin on
radiation induced toxicity, Indian Journal of Experimental Biology, 34, 840-847.

Toklu, H., Deniz, M., Yuksel, M., Keyr-Uysal, M., Sener, G., 2009, The protective
effect of melatonin and amlodipine against cerebral ischemia/reperfusion induced
oxidative brain injury in rats, Marmara Medical Journal, 22(1), 34-44.

Tomas-Zapico, C., Coto-Montes, A., 2006, Melatonin as antioxidant under pathological
processes, Recent Patents on Endocrine, Metabolic and Immune Drug Discovery,
1, 63-82.

Tubiana, M. and Dutreix, J., 1990, Introduction to Radiobiology, Taylor&Francis, Paris.

Turna, G., 2008, Ehrlich asid solid tiimor model olusturulmus farelerde thymus sipyleus
ve taurinin karaciger MDA, glutatyon, AOPP diizeylerine ve SOD aktivitesine
etkileri, Yiiksek Lisans Tezi, Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii.

Tiirkkani, A., 2001, Gamma isinlamasinin testis seminifer tiibiiliisleri iizerindeki
etkisinin 151tk mikroskobu diizeyinde incelenmesi, Uzmanlik Tezi, Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi.

Ulukaya, E., 2003, Apoptozis Ders Notlari, Uludag Universitesi Tip Fakiltesi
Biyokimya Anabilim Dali.

Valko, M., Neibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M.T.D., Mazur, M., Telser, J., 2007, Free
radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease,
The International Journal of Biochemistry and Cell Biology, 39, 44-84.

Valko, M., Rhode,s C.J., Moncol, J., 1zakovic, M., Mazur, M., 2006, Free radicals,
metals and antioxidants in oxidative stress-induced cancer, Chemical Biology
Interaction, 160(1), 1-40.

Wallace, S.S., 2002, Biological consequences of free radical-damaged DNA bases Free
Radical Biology and Medicine, 33(1), 1-14.

Wang, S.J., Liu, W.J., Wu, CJ., Ma, F.H., Ahmad, S., Liu, B.R., Han, L., Jiang, X.P.,
Zhang, S.J., Yang, L.G., 2012, Melatonin suppresses apoptosis and stimulates
progesterone production by bovine granulosa cells via its receptors (MT1 and
MT2), Theriogenology, 78 (7), 1517-1526.

Weiske, J., Schoneberg, T., Schroder, W., Hatzfeld, M., Tauber, R., Huber, O., 2001,
The fate of desmosomal proteins in apoptotic cells, The Journal of Biological
Chemistry, 276 (44), 41175-41181.



85

Wilson, J.W., Pritchard, D.M., Hickman, J.A., Potten, C.S., 1998, Radiation-induced
p53 and p21WAF-1/CIP1 expression in the murine intestinal epithelium:
apoptosis and cell cycle arrest, American Journal of Pathology, 153, 899-909.

Withers, R.H., 1992, Biologic basis of radiation therapy, Principles and practice of
radiation oncology, Perez, C, Brady, L, ed. LippincottCo. Philadelphia.

Wu, D., Cederbaum., A.l., 2003, Alcohol, oxidative stress and free radical damage,
Alcohol Research and Health, 27(4), 277-284.

Yalcin, S., 1998, Antioksidanlar, Klinik Gelisim,11,342-346.

Yan, S.L., Wu S.T., Yin, M.C., Chen, H.T., Chen, H.C., 2009, Protective effects from
carnosine and histidineon acetaminophen-induced liver injury, Journal of Food
Sciences, 74, 259-265.

Yazici, C., Kose, K., 2004, Melatonin: karanligin antioksidan guicti, Erciyes University
Journal of Health Sciences, 13(2), 56-65.

Yildirim, O., Comoglu, S., Yardimci, S., Akmansu, M., Bozkurt, G., Avunduk, M.C.,
2007, Melatonin treatment for prevention of oxidative stress: involving
histopathological changes, General Physiology and Biophysics, 26(2), 126-132.

Yurtcu, E., Guney, Y., Ergun, M.A., Guney, H.Z., Uluoglu, C., Hicsonmez, A., Yucel,
B., Ozbey, G., Zengil, H., 2007, Lack of a time-dependent effect of melatonin on
radiation-induced apoptosis in cultured rat lymphocytes, Cell Biology
International, 31 (10), 1144-1149.

Yice, A., Aksakal, M., 2006, Ratlarda homosisteinin oksidan-antioksidan sistem ve
koroner damarlarda olusturdugu degisiklikler tizerine melatoninin etkisi, 2006,
Firat Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, 20(1), 51-59.

Zalesova, Z.S., Kuleva, N.V., 1998, The influence of carnosine on oxidation of skeletal
muscle actin in vivo and in vitro, Pathophysiology, 3(1), 119.

Zwirska-Korczala, K., Jochem, J., Adamczyk-Sowa, M., Sowa, P., Polaniak, R.,
Birkner, E., Latocha, M., Pilc, K., Suchanek, R., 2005, Influence of melatonin on
cell proliferation, antioxidative enzyme activities and lipid peroxidation in 3T3-L1
preadipocytes - an in vitro study, Journal of Physiology Pharmacology, 56 (6),
91-99.



86

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi HUSEYIN US
Uyrugu T.C.

Dogum tarihi, Yeri

13.03.1983, CICEKDAGI/KIRSEHIR

Telefon 0536 702 58 75
E-mail ushuseyin@gmail.com
Web adres
Egitim
Derece Kurum/Anabilim Dali/Programi Yili
Yiiksek Lisans | 1.U. Fen Bilimleri Enstitiisii/ Biyoloji Anabilim Dali / Genel
Biyoloji Programi
Lisans Istanbul Univeristesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 2009
Lise Corlu Lisesi, TEKIRDAG 2004

Makaleler / Bildiriler

Karabulut-Bulan, O., Bayrak, B., Arda — Piringci, P., Sarikaya-Unal, G., Us, H., Yanardag, R.,
Melatonin Prevents Rat Kidney Injury Caused By Exposure To Aluminium,
Federation of European Biochemical Societies CONGRESS 2013, 06-11 Temmuz
2013, RUSYA, Mechanisms in Biology.

Sancar-Bas, S., Kaptan, E., inceli, M., Sezen, A., Us, H. 2009, Glycoconjugate
Histochemistry In The Fundic Stomach And Small Intestine Of The Frog (Rana
ridibunda), IUFS Journal of Biology, 2, 93-104.




