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1.0ZET

Bu ¢aligmada bag ve boyun bolgesine radyasyon uygulanan ratlarda, halofuginon
ve metilprednizolon uygulamasimin geg¢ donemde geligebilecek hipofarengeal ve
proksimal 6zefageal striktiir tizerine etkileri arastlrlldl.‘

GCaligma, agirliklar1 150-250 gr arasinda degisen winstar ratlarda gergeklestirildi.
Denekler rastgele 10’arhi dort gruba ayrildi ve kontrol grubu disinda kalan tiim
deneklerin bas boyun bolgesine 18 Gy radyasyon verildi. Grup 1 (Kontrol Grubu);
radyasyon ve ilag uygulanmayan grup. Grup 2 (Radyasyon Grubu); radyasyon
sonrasi ila¢ uygulanmayan grup. Grup 3 (Halofuginon Grubu); radyasyon sonras1 30
gin boyunca 100 pg/kg/giin intraperitoneal halofuginon uygulanan grup. Grup 4
(Steroid Grubu); radyasyon sonrasi 30 giin boyunca intramiiskiiler 1 mg/kg/giin
metilprednizolon uygulanan grup. Uygulamadan sonra 90. ginde tim gruplardaki
ratlar yliksek doz ketamin ile dldiiriilerek proksimal 6zefagus ve hipofarenks bdlgesi
anatomik biitiinliifii bozulmadan ¢ikartildi. Alinan dokular, fibrozis, fibroblast
proliferasyonu, vaskiilarizasyon, epitelyal atipi, nekroz, polimorfoniikleer 16kosit,
mononiikleer hiicre ve stenoz indeksi igin 151k mikroskopisiyle incelendi. Ayrica
doku hidroksiprolin seviyeleri biyokimyasal degerlendirme ile belirlendi.

Radyasyon grubundaki fibrozis, epitelyal atipi ve hidroksiprolin degerleri kontrol
grubuyla kargilagtinldiginda anlamli oranda yiiksekti (p<0.05). Halofuginon ve
kontrol grubunda fibrozise rastlanilmadi. Steroid grubundaki fibrozis olusumu
radyasyon grubuna gore anlamli derecede diisiiktii (p<0.05). Halofuginon ve steroid
grubundaki epitelyal atipi derecesi ile hidroksiprolin seviyeleri radyasyon grubuna
gore anlamli derecede diisiik saptandi (p<0.05). Gruplar arasindaki stenoz indeks
skoru farki istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05). Vaskiilarizasyon agisindan
tlim gruplar benzerdi.

Sonuglar, radyasyon sonrasi uygulanan halofuginon ve steroidin, 6zefagus ve
hipofarenkste fibrozis olusumunu azalttigini fakat bu olayin halofuginonda daha
belirgin oldugunu gostermektedir. Ozellikle halofuginonun radyoterapiye bagh
fibrozisi Onlemede giivenle kullanilabilecek bir tedavi alternatifi olabilecegini
distinmekteyiz

Anahtar  Kelimeler: Radyasyon, Ozefagus, Halofuginon, Fibrozis,
Hidroksiprolin



2. ABSTRACT

THE EFFECTS OF METYLPREDNISOLONE AND HALOFUGINONE
IN PREVENTING PROXIMAL ESOPHAGEAL.AND HYPOPHARENGEAL
FIBROSIS IN RATS DELIVERED RADIOTHERAPY TO THEIR HEAD
AND NECK REGION

In this study we assesed the effects of halofuginone and metylprednisolone on
hypopharengeal and esophageal stricture which can be developed later following the
radiation to the head and neck of the rats.

The study was carried out with the winstar rats weighted between 150-250 gr.
Rats were divided randomly in to four groups each consisted of 10 rats and 18 Gy
radiation was given to the head and neck regions of all rats except control group. The
subjects were classified as follow: Group 1 (Control Group); radiation and drug were
not given. Group 2 (Radiation Group); only radiation was applied without any drug.
Group 3 (Halofuginone Group); 100 pg/kg/day halofuginone was given
intraperitonealy for 30 days following the radiation. Group 4 (Steroid Group);
Img/kg/day metylprednisolone was given intramuscular for 30 days following
radiation. Rats were killed by the high dose of ketamine in all groups 90 days after
the radiation application and sections of proximal esophagus and hypopharenx were
harvested avoiding to spoil anatomical integrity. These sections were examined for
the fibrosis, fibroblast proliferation, vascularization, epithelial atypia, necrosis,
polymorph nuclear leucocytes, mononuclear cells and stenosis index by light
microscope and hydroxiproline levels by biochemically.

Fibrosis, epithelial atypia and hydroxyproline levels were significantly higher in
radiation group compared with the control group (p<0,05). We didn’t observed
fibrosis in both halofuginone and control groups. Fibrosis was also significantly
decreased in steroid group than radiation group (p<0,05). Epithelial atypia and
hydroxyproline levels were decreased in both halofuginone and steroid groups
compared with the radiation group (p<0,05). The differences of stenosis index score
between the groups were not significant statistically (p<0,05). Vascularization was
similiar in all groups.

Results show that halofuginone and steroid application following radiation have

decreased the fibrosis in esophagus and hypopharenx but this event has been more



manifest by halofuginone. We think that espacially halofuginone seems as a drug
which can be used safely to prevent from fibrosis.

Key Words: Radiation, Esophagues, Halofuginone, Fibrosis, Hydroxiproline



3. GIRIS

Bas ve boyun bolgesine radyoterapi uygulamasi, bu bélgenin malignensileri
igin yaygin bir tedavi alternafidir. Ne yazik ki radyasyona maruziyet sonrasinda ¢esitli
komplikasyonlarla sik olarak karsilasiimakta ve bukomplikasyonlarin ¢ogu radyasyon
tedavisi sonrasi kisa bir donemde ortaya ¢ikmaktadir (1). Bununla beraber uzamis ve
sistemik olan bazi etkiler, bas ve boyuna radyoterapi alan hastalarin sag kaliminin
artmasi nedeniyle daha biiyiik klinik 6neme sahiptir (2). Saghkli dokunun radyasyona
olan cevabi radyasyon uygulanan organa gore degisir, genellikle daha yiiksek dozda
radyasyon daha biiyiik irreversibl hasar ve fonksiyon kaybina neden olur (3).

Gastrointestinal sistemin en iist ucundaki 6zefagus, narin ve radyosensitif bir
organdir (3). Radyoterapi siiresince gozlenen akut 6zefajit ile gee yan etkilerden olan
Ozefagus striktiirii arasinda agik bir iliski olmadigi rapor edilmistir. Bundan dolayi
ozefagusta olusan erken ve geg¢ komplikasyonlarin patofizyolojisi farkhlik gosterebilir
(4).

Radyasyona bagli fibrozis. yiiksck dozda iyonize radyasyona terapdtik ve
dikkatsiz maruziyetin istenmeyen bir ctkisidir. Radyasyon hasarina karst doku tamirinde
birgok faktdr rol oynamaktadir. Bu faktorlerden olan Transforming Growth Faktor
beta’nin (TGF-B) doku tamir mekanizmalarinda kritik bir 6neme sahip oldugu
kamtlanmigtir. Yapilan son ¢ahigmalarda kii¢iik molekiiler agirhkli bir molekiil olan
Halofigunon’un TGF-B uyarilma yolunu inhibe ederek invivo olarak antitibrogenezis
ctkiler gosterebilecegi ortaya konulmustur (5). Fibrozis, tip 1 kollajenin artmasi sonucu
olugtugundan tip 1 kollajen sentezinin sclektif inhibisyonu doku yapisini etkilemeksizin
sitriktiir olusumunu engelleyecektir (6). Tip 1 kollajen sentezinin spesifik bir inhibitérii
olan Halofuginon Dichroa febrifuga bitkisinden izole edilmektedir (7).

Steroidler de yan etkilerine ragmen koroziv maddelerin kazara icilmesi sonrasinda
kaginilmaz olarak gelisen siddetli sekonder striktiirlerin 6nlenmesinde yaygin olarak
kullanilmustir (8). Deksametazon ve prednizolon benzer etki yollarina sahiptir. Her ikisi
de ddem, fibrin birikimi, kapiller damarlarin dilatasyonu, 15kosit migrasyonu, fagositik
aktivite gibi inflamatuar cevabin baglangic  safhalarini;  kapiller damarlarin ve
fibroblastlarin prolifcrasyonu. kollajen birikimi, skar olusumu gibi inflamatuar cevabin
gee safhalarint inhibe cder. Bautista ve ark. (8) yaptiklari ¢alismada tavsanlarda koroziv
madde ile olusturulan  Gzefagus  yamklarinin hemen  sonrasinda uygulanan

metilprednizolonun striktiir sikligi ve siddetini 6nemli oranda azalttigini gostermistir.



Bataini ve ark.(9) boyuna radyoterapi uygulanan 1646 hastanin %9 unda siddetli
veya orta derecede siddetli komplikasyonlar gézlemlemistir ve bu komplikasyonlarin
%3’liniin primer timoriin radyasyonundan ziyade boyundaki hastahgin tedavisinden
kaynaklandigini belirtmistir. En yaygin komplikasyonun, hipoglossal sinirin etkilendigi
kranial sinir paralizileri ile beraberlik gosteren servikal bolgede yer alan dokularda
tibrozis oldugu rapor edilmistir.

Bu ¢alisma ile bas ve boyun bolgesine radyasyon uygulanan ratlarda geg
donemde  gelisebilecek hipofarengeal ve proksimal o6zefageal striktiirlerin
gosterilmesi ve bu striktiirlerin 6nlenmesinde etkili olabilecek tip 1 kollajen

inhibitdrii halofuginonun ve metilprednizolonun etkinliginin arastirilmasi amaglandi.

3.1 ANATOMI

3.1.1 HIPOFARINKS ANATOMISI

Hipofarenks, farenksin en alt kismidir, hyoid kemik ve vallekiila seviyesinden
Ust 0zefageal sfinktere kadar uzanir. Biiyiik kismi inferior farengeal konstriiktor kaslar
tarafindan olusturulmustur (Sekil 1). Hipofarenksin ii¢ ayri bolgesi vardir: Piriform
sintsler, postkrikoid veya retrokrikoaritenoid bolge ve posterior hipofarengeal duvar
(10).

Piriform  siniis, siiperiorda  glossoepiglottik  folddan baslayip apeksi
krikofarengeus seviyesinde olacak sekilde inferiora dogru uzanan bir huni seklindedir.
Lateralde tiroid lamina ve posteriorda hipofarenksin lateral duvari ile sinirhdir. Medial
sinirt. da aritenoidin lateral yiiziidiir. Ikinci bolge olan posterior farengeal duvar
epiglotun ug kismindan gizilen bir diizlemden baglayarak (bazilari vallekula veya hiyoid
seviyesi olarak tamimlar) asagida krikoid alt siurina kadar uzanir. Ugiincii bélge
postkrikoid bélgedir. Bu bolge ariepiglottik foldun posterior yiiziinii ve krikoid kartilaj
alt sinirina kadar aritenoidin posterior yiiziinii igerir. Bu bélgenin hem ayna hem de
direkt laringoskopi ile muayenesi ¢ok zordur. Hipofarenksin epiteli stratifiye skuamoz
epiteldir ve stiperiorda tirohiyoid membrandan gegerek siiperior ve orta juguler nodlara
ulagan zengin bir submukozal lenfatik aga sahiptir. Inferiorda lenfatikler paratrakeal
lenf nodlarina drene olurlar (11).

Hipofarenkste siiperior ve orta konstriiktér kaslarin  motor innervasyonu
stiperior farengeal sinir ve vagus ile glossofarengeal sinirlerin farengeal dallariyla
saglanir. Inferior konstriiktor kasmn innervasyonu vagusun rekiirren ve eksternal

dallarindan saglanir. Piriform siniisiin duyusal innervasyonu siiperior larengeal sinirin



internal dalindan saglanir. Bu karmagsik miiskiiler koordinasyon bu bolgedeki biiyiik
cerrahi rekonstriiksiyon sonucu bozulursa larengeal sfinkterin intakt oldugu durumlarda

bile siddetli aspirasyon meydana gelebilir (11).

’ _._f_(i__wm» middle farengeal
konstriikt6r kas

- Orta hat gizgisi

Inferior farengeal
konstriiktor kas

Kilian boslugu
Krikofarengeal kas

S —eee—Servikal 8zefagus

Sekil 1: Hipofarenks anatomisi

3.1.2 OZEFAGUS ANATOMISI

Ozefagus, mide ile hipofarenks arasinda uzanan gastrointestinal sistemin tiip
seklindeki en dar orgamidir. Servikal 6. vertebra seviyesinde krikoid kikirdagin alt
kenar1 hizasindan baslar, sternumun insisura jugularisi seviyesinde gogis icine girer.
Onuncu torasik vertebra hizasinda diafragmadaki 6zefageal hiatustan geger ve 12.
torasik vertebra hizasinda 6zefagogastrik birlesim yerinde sonlamr (12). Uzunlugu
eriskinlerde 22-28 (24 £ 5) cm’ dir. Bunun 4-6 cm’si servikal, 16-18 cm’si torasik, 1- .
1.5 cm’si diafragmatik ve 1-3 cm’ si abdominal 6zefagustur (13). Ozefagus baslangicta
tam orta hattadir. Asagi inerken iki hafif kivrim yapar. Boyun kokiine dogru sola
kivrilirken 5. torakal vertebra seviyesinde tekrar orta hatta gecer. Hiatus Ozefagusa
yaklastiginda 6ne ve sola doner. Sagital diizlemde de kolumna vertebralisin servikal ve

torakal pargalarimn kivrimlarina uyarak 6n-arka yénde hafif kivrimlar gosterir (Sekil 2).



2 alt tammlama 1. alt tamimlama

Cb__
> Servikal ozefagus
st 13 Rk
(proksimal) Ust torasik ozefagus
24
Orta 1/3 » Orta torasik ozefagus
— 32
Alt173 > Alt torasik Gzefagus
(distal)
Kardiyoozefageal - 40-45
bilegke

Sekil 2: Ozefagus anatomisi

Ozefagusun iki sfinkteri vardir: Birincisi kesici dislerden itibaren 14-16. cm’de,
ikincisi (mide girisinin tizerinde) kesici dislerden itibaren 40-45. cm arasindadir (12).
Ozefagusun cap1 dort noktada daralma gosterir. 11k darlik muskulus krikofaringeus
hizasinda, ikinci darlik arkus aortanin ¢aprazladigi hizada, tguncii darlik sol ana
bronsun 6zefagusu gaprazladigi bélgede ve son darlik ta diafragmayi gectigi kisma denk
gelmektedir (14, 15).

Ozefagus, igten (limenden) disa dogru tunika mukoza, tela submukoza, tunika
muskiilaris ve tunika adventisya olmak {izere dort tabakadan olugmustur (15). Ozefagus
liimeni ¢ok katl1 yassi epitelle kaplidir. Tunika mukozanin liimene bakan cok katl epitel
tabakasimin altinda muskiilaris mukoza denen longitiidinal diiz kaslardan olusmus bir

kat1 daha vardir. Tela submukoza tabakas1 mukoza ve muskiiler tabakalarin gevsek bir



sekilde baglar. Kan damarlari, sinirler ve miik6z bezler icerir. Sinirler bu tabakada
Meissner pleksusu’nu yaparlar (14).

Tunika muskiilaris dista longitiidinal ve igte sirkiiler kas liflerinden meydana
gelmigtir. Longitiidinal lifler baslangigta ii¢ demet halinde siralamirlar. Birincisi tendo
kriko Ozefagus aracihigr ile krikoid laminasimin arka yiiziine tutunur. Yandakiler
farinksin kas liflerine karisirlar ve 6zefagusun dis yiiziinii sararlar. Longitiidinal lifler
st uca yakin, 6zefagusun arkasinda “V” seklinde yanlara cekilirler. Bu “V” nin iist
agikligi muskulus krikofaringeus tarafindan kapatilir ve bir iiggen durumunu alir.
Laimer {i¢geni ad1 verilen bu iiggenin ddsemesinde yalnizca sirkiiler lifler vardir ve
burasi 6zefagus duvarinin en zayif noktalarindan biridir. Sirkiiler lifler yukarida
muskulus krikofaringeus lifleri ile karigirlar. Ozefagusun iist ve alt kisimlarinda kas
liflerinin yonleri tam transvers, orta kisminda ise obliktir. (")zefaggsun tist kismindaki
lifler ¢izgili kas lifleri, orta kismuindaki lifler diiz-gizgili karisik kas lifleri, alt
kismindaki lifler ise diiz kas lifleridir. Tunika adventisya ince ve gevsek bag
dokusundan yapilmistir (16).

Ozefagus 1/3 st boliimii subklavian arterin dali olan inferior tiroid arterden
beslenir. 1/3 orta boliimii direkt olarak torasik aortadan ¢ikan, sayilari 2-3 tane olan
dallarla; 1/3 alt boliimii ise trunkus ¢6liakustan ¢ikan sol gastrik arterin Ozefageal
dalindan beslenir (16).

Tela submukozada ve 6zefagusun disinda olmak iizere iki ven ag1 vardir. 1/3 st
kisminin vendz drenaji inferior tiroidal ven araciligi ile subklavian vene, 1/3 orta
kisminin drenaji sagda azigos veni ve solda ise hemiazigos veni aracilig1 ile vena kava
superiora olur. 1/3 alt kismu ise vena gastrika sinistra aracilig1 ile vena portaya dokiiliir
(16).

Servikal 8zefagusun lenfatik drenaji paratrakeal, jugularis interna ve preklavikiiler
lenf nodlarina; torasik 6zefagusun ise paratrakeal, trakeobronsial bifurkasyon
etrafindaki lenf nodlarina, jukstadzefageal ve inter aortiko-6zefageal lenf nodlarina;
abdominal 6zefagusun isc gastrik siiperior, perikardiak ve inferior diafragmatik lenf
nodlarina olur (17).

Parasempatik ve sempatik  sinir lifleri  n. vagustan gelir. Ozefagusun
ekstradzefageal innervasyonu scempatik sinirlerle olur. Bunlar servikal ve torasik
sempatik zincirden gelir. intradzefageal innervasyonu ise ozefagusun longitiidinal ve
sirkiiler kas tabakalari arasimdaki ganglionlart (Auerbach pleksusu) ve submukozadaki

(Meissner pleksusu) ganglionlar aracthgr ile olur (12).



3.1.3 RAT OZEFAGUS ANATOMISI

Ozefagus i¢ yiizii keratinize epitelle ortiiliidiir ve yaklagik 75 mm uzunlugundadir.
Ozefagus trakea arkasindan ilerleyip toraks: geger ve diyafram altinda yaklasik 15 mm
gidip mideye kii¢lik kurvatiirden girer. D1 ¢ap1 ortalama 2 mm’dir. Mideye girdigi
noktadaki katlant: bir kapakeik gibi gérev yapar ve kusmayi 6nler (Sekil 3,4).

Sekil 3: Rat 6zefagus girisi (O) ve hipofarenks (H) anatomisi

Sekil 4: Rat ozefagus anatomisi



3.2 RADYOTERAPI

Radyoterapi iyonizan radyasyonun kanserlere ve bazi kanser dis1 hastaliklara
yonelik olarak kullamildigi bir tedavi yontemidir. 19’uncu yiizyilin sonlarinda 1898
yihinda Curie’nin radyumu kesfetmesinin tizerinden 10 yil bile gegmeden radyoterapi
kanser tedavisinde etkin ve yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanmistir. Radyoterapi
en sik olarak x-ismlar1 ya da gamma iginlart gibi yiiksek enerjili foton 1sinlan ve
clektron 1sinlart kullamlarak uygulanmaktadir. X-iginlari ile gamma isinlar arasinda
sadece kokenleri yoniinden farklihk vardir. Gamma iginlart uyarilmis ve duragan halde
olmayan ¢ekirdeklerin duragan hale ge¢meye ¢alismasi sirasinda elde edilirken; X-
isinlar yiiksek hareket enerjilerine sahip olan elektronlarin yavaslatilmasi yoluyla elde
cdilmektedir. Eksternal radyoterapi, 1sin demetlerinin hastalara belli bir uzakliktan
yonlendirilmesi yoluyla yapilan radyoterapidir. Giiniimiizde eksternal radyoterapi
uygulamalarinda dogal bir radyoaktif kaynak i¢eren Kobalt-60 cihazlarindan elde edilen
gamma 1sinlart ya da herhangi bir radyoaktif kaynak i¢ermeyen lineer hizlandiricilardan
clde edilen x-1ginlart kullanilmaktadir (18,19).

Kobalt 60 (Co 60) kaynakl: teleterapi cihazlan gelismekte olan iilkeler i¢in ideal
kanser tedavi cihazlari olduklarindan iilkemizde de olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. Kobalt 60 eksternal tedavi cihazlari radyasyon kaynagi olarak Co
60 kullanan cihazlardir. Kobalt-60, ortalama 1.25 MeV gamma isimasi yapan ve
yarillanma Omrii (aktivitesinin yar1 degere diismesi igin gegen siire) 5.26 yil olan bir
radyoaktif maddedir. Stirekli 1s1ma yaptigi i¢in kaynagin 6zel yontemlerle zirhlanmasi
gerekir. Kobalt-60 makineleri 10 cm'ye kadar derinlikte yerlesmis tiimorlerin
tedavisinde kullanilabilirler. Cilt dozlari yiiksektir. Belirli bir radyasyon dozunun
tiimore ulagmasi igin 1sinlar cilt, cilt alti ve yolu tizerindeki normal dokulardan geger
(20).

Lineer hizlandiricilar elektron ve yiiksek enerjili x-isinlart iiretebilen yiiksek
cnerjili elektron hizlandiricilaridir. Bu cihazlarla Co 60 cihazlarina gore daha homojen
ve keskin kenarli 15in clde ctmek miimkiindiir. Kullanim alanlari kobalt cihazlarina gore
daha genistir. Ancak maliycti yiiksek olup bakimi gii¢ ve masraflidir (20).

Radyasyon aktivitesi, absorbe doz, doz esdegeri ve doz miktar ile ilgili yeni
radyasyon birimleri 1960 yilinda uluslararast birim sistemi olarak benimsenmistir

(Tablo 1). Absorbe doz birimi Gray (Gy) bir kg doku tarafindan elde edilen bir
joule'lliik enerjidir (1Gy 100 Rad) (20).
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Tablo 1: Radyasyon birimleri

Yeni Birim Eski Birim iligki
Absorbe doz Gray (Gy) Rad . 1Gy =100 Rad
1 Gy= 1Jikg 1Rad =0.01 Gy

Gy = 1cGy

Cesitli radyoterapi aragtirmalari sonucunda gelistirilen "Konvansiyonel
Fraksiyonasyon" yonteminde 1.8-2.0 Gy'lik giinliik dozlarla giinde 1 kez ve haftada 5
giin yapilan tedavi anlasilir. Bu dozlar uzun arastirmalar sonucu bulunmus, hastaya en
az zarar veren etkili doz-zaman-fraksiyon semalaridir. Degisik doz ve fraksiyon
semalar ile farkh‘ etkiler elde etmek miimkiindiir. Hangi fraksiyon kullamlirsa
kullamlsin tiimor hiicrelerinin  6liimii, hiicrelerin radyoduyarliligina ve yasayan
hiicrelerin proliferasyonuna baglidir. En iyi tedavi stratejisi en kisa siirede, tolere
edilebilir akut reaksiyonlarla, ge¢ cevap veren normal dokularin maksimum tolerans

dozunu elde etmektir (18,21).

3.2.1 RADYOTERAPININ DOKULAR UZERINE ETKILERI

Insan ve hayvanlarda yapilan deneysel ¢alismalar, normal dokularin iyonizan
radyasyona kars1 ¢ok farkli hassasiyetlerde oldugunu gostermistir. Radyasyonun etkileri
giinler, aylar hatta yillar sonra ortaya ¢ikabilir. Bunlar sirasiyla akut, subakut ve geg
etkiler olarak isimlendirilir (18,22-24). Radyoterapinin baglangicindan itibaren akut
etkiler goriilmektedir. Ancak subakut ve kronik etkileri zamana bagh olarak ayirmak
olduk¢a zordur. Medikal tedaviyle veya spontan olarak akut doénem etkileri
iyilesebilirken subakut etkiler kismen iyilesebilmektedir, kronik etkiler ise kalici
olmaktadir (25).

Akut etkiler : Bu etkiler baz1 dokularda radyasyondan sonra bir kag saat iginde
ya da bir veya birka¢ giin gibi kisa siirede ortaya ¢ikar. Boyle radyasyona akut cevap
veren dokular arasinda kemik iligi, testis, lenf nodiilleri, tiikriik bezleri, ince bagirsak,
ag1iz mukozasi, larinks, dzefagus, cilt ve kapillerler sayilabilir. Akut etkiler genellikle
odemle karakterize degisikliklerdir (26).

Subakut etkiler : Bazi dokularda radyasyon hasar haftalar veya aylar i¢inde

ortaya cikar. Subakut cevap veren dokular arasinda karaciger, bobrek, kalp, medulla
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spinalis ve beyin sayilabilir. Bu dénemde 6dem gerilerken, fibrotik degisiklikler
belirmeye baslar (20,26).

Geg etkiler : Yeterli radyoterapi dozu alan biitiin dokularda geg etkiler ortaya
cikar. Baz1 dokularda akut etkiler goriilse bile ¢ok belirgin olmadif i¢in bu dokularda
geg cevaplar olusur (20).

Radyoprotektor ajanlar ad1 verilen radyasyonun biyolojik yan etkilerini azaltan
bazi kimyasal ilaglar s6z konusudur. Bu ilaglarin yan etkileri nedeniyle kullamimlar
kisithdir ve halen bu ilaglarla ilgili arastirmalar siirmektedir. WR 2721 bas-boyun
tiimdrlerinin radyoterapisinde tiikriik bezlerini ve kemikiligini ¢ok iyi korur ancak kan-
beyin bariyerini gegmemesi nedeniyle beyin lizerine etkisi yoktur (18).

Radyasyondan etkilenme, alman doza maruz kalma siiresi, radyasyon alan
sahanin genisligi, radyasyonun cinsi, radyasyon alan kisinin yasi, metabolizmas gibi

birgok faktore bagli olarak degisir (18,27).

3.2.1.1 Normal Dokularda Radyoterapiye Bagh Akut ve Geg¢ Etkiler

Bir organin klinik seyrini anlamak i¢in doku ve organ hiicrelerinin fizyolojik
diizenlenmesinin, organlarin fonksiyonel elemanlarimin ve bunlarin  yenilenme
kapasitesinin, damar ve parankim yapisinin nasil olduguna iliskin baglantilarin
anlagilmasina ihtiya¢ vardir. Doku ve organlarin hiicresel diizenlemesi veya bunlarin
radyo-kemo  duyarhiliklarinin  incelenmesinde, major parankimal hiicrelerin
hareketlerine, kok hiicrelerin giici ve mitotik davramgimin  kapsamh sekilde
incelenmesine ihtiya¢ duyulur (28,29).

Fonksiyonel subiinit (FSU); yasayan bir klonojenik hiicrenin yeterli yenilenmesini
saglayan, hiicrenin en biiyik elemani olarak tammlanmir. FSU'nun siniflandirilmasina
gore organlar kritik elemanlara boliinmiistiir. Bu organ modelinde FSU birbirine paralel
ve birbirine benzer seri sekilde diizenlenmistir. Spinal kord ve barsak gibi organlarin bir
kisminin nekroze olmasi, tiim sistemde fonksiyon kaybina neden olur, herhangi bir
hacim kaybi zararlidir. Bununla beraber bobrek, akciger, karaciger gibi birbirine benzer
yapidaki organlarda hacimlerin inaktivasyonu sonucu olusan zararlar bu dokularin
hipertrofi ve proliferasyon Kkapasiteleri ile karsilanabilirler. Normal doku
komplikasyonlari muhtemelen hiicrelerin her bir FSU'nun artis1 ile azalir ve radyasyon
uygulanan alanin biiyiikliigii arttikga normal doku komplikasyonlar1 farkli organ
serilerinde benzerlik gosterir (28,29). Kok hiicreler zarar gérmedigi zaman dokularin
tamiri ve parankimal hiicrelerin yeniden olusmasi miimkiindiir. Cilt, kan dokusu,
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mukoza vb. hizl yenilenen sistemlerde ilk 6nce kok hiicreleri dliir. Radyasyon zararimin
olusumundan 6nceki bu siireg latent periyodun siiresini belirler. Yavas ¢ogalan veya
¢ogalmayan hiicre sistemlerinden olusan doku ve organlar hakim olarak fonksiyonel
matiir hiicrelerden olugurlar, bunlar akut zarar gornrezler. Buna karsihik major etki
mikrodolagimda gériiliir, doz siiresinin artisi doku nekrozuna yol agar. Fonksiyonel
hiicreler genellikle diferansiyedir ve mitotik aktivitesi yetersizdir. Akut etkiler,
radyasyona maruz kalan hedef hiicrelerin yok edilmesiyle ortaya ¢ikar (30).

Isinlama sonrast ge¢ etkilerde; inflamasyon, immiinite, metabolizma ve
koagiilasyonda rolii olan endotel hiicreleri, 6zellikle mikrodolasimdaki endotel hiicreleri
¢ok Onemlidir. Endotel hiicrelerin sismesi daralarak tikanmaya, kan akisimn
engellenmesine ve endotel hiicrelerin rejenerasyonuna yol agar. Normal endotel
hiicrelerde 3H-Tymidine Labelin index %l'den azdir. Bu durum aylar sonra ortaya
¢ikan goriiniir endotel zarar1 ve bunu hiperplazi ile kargilayan kismi dagilimi agiklar
(30).

Geg etkilerin olusumu ve ilerlemesinde kok hiicrelerin kaybolmasi, yaslanmasi,
mikrodolagimdaki zarar olusumu ile birlikte molekiiler mekanizmalar ve sitokin kaskadi
da hayati rol oynar. Major sitokin kategorisinde (interferon, sitotoksik faktorler,
interlokin, inflamasyon sitokinleri ve transforming growth faktdrler) vardir (30). Bunlar
arasinda Growth Faktorler-pl doniigiimiinin bu fibrotik programin temel anahtari
oldugu kabul edilir. TGF-B'nin fibroblastlarin fibrozisinde 6zellikle "smad transduction"
yolunun aktivasyonunda rol aldig: belirlenmistir. Fibrotik dokularda miyofibroblastlarin
kronik aktivasyonlarmin baslangi¢ yeri heniiz ¢6ziimlenmemis ana problemlerden
biridir. Aktive eden faktorlerin siirekli iiretimi kronik aktivasyon cevabi igin gereklidir

31).

3.2.2 RADYOTERAPI SONRASI GEC LEZYONLARIN HiSTOPATOLOJIK
OZELLIKLERININ DEGERLENDIRILMESI

Radyasyonun ge¢ dénemde olusturdugu etkiler; gesitli organlarin parankim,
epitel, stroma ve damar yapilarinda olusturdugu histopatolojik degerlendirmelerle

aciklanabilir.

3.2.2.1 Epitelyal ve Parankimal Lezyonlar
Atrofi: Atrofi tiim epitel ortiide oldugu kadar, tim glandlarda olusabilir. Bobrek,

akciger, gonadlar gibi parankimatéz dokulari da etkiler. Etkilenme tiiriine gore bu
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dokular ii¢ gruba aynlabilirler. Ciddi atrofi; testislerin germinal hiicreleri ve tiikriik
bezleri, lirotelyum, sindirim sistemi epiteli'nde 6zellikle ince barsak, yag bezleri, deride
daha ¢ok goriiliir. Orta derecede atrofi; iist sindirim ve solunum yolu epitelinde, akciger,
meme bezleri, prostat ve bobrekte olugur. Hafif atrofi; ter bezleri, karaciger ve endokrin
glandlarda olusur (32).

Nekrozis: Genellikle altta yatan neden iskemidir. Cilt, iist sindirim ve solunum
yollari, genitoliriner sistem ve ince barsak epitelinde degisen derecede diizenin
bozulmasina neden olur. SSS'nin 6zellikle serebral hemisferin veya spinal kordun beyaz
cevheri gecikmis lezyonlarin en karakteristik yerlerinden biridir. SSS'nin radyonekrozisi
koagiilatif tiptedir. Normal nétrofillerin yerini asidofil agraniiler materyal alir bazi
alanlarda lipofaj siklikla bulunur. Bu alanlarda aym zamanda fokal demiyelinizasyon
mevcuttur (32).

Atipi: Genellikle ge¢ olusan reaksiyonlarda epitel hiicrelerindeki atipi dikkat ¢ekici
degildir. Aym1 zamanda nedeninin karigtirilmasina ve yanlisliklara neden olur. Cekirdek
ve stoplazmanin her ikisi de etkilenebilir. Siklikla bireylerin hiicrelerindeki ¢ekirdek ve
sitoplazma hacimce biiylimiislerdir. Cekirdek ve gekirdek¢ik hiperkromatiktir. Atipi
epidermiste, skuam6z mukozalarda, brons ve akciger alveollerinde, mide, kiigiik tiikriik
bezleri, endometriyum, {irotelyum, meme bezleri ve prostatta gbzlenir (32).

Displazi: Radyasyonun epitelde yol agtig1 displazi, epidermiste, skuamdz mukozada
ve nonskuamdz epitelde nadirdir. Genellikle birkag ay veya yil sonra meydana gelen
gee lezyonlar gekirdek atipisi ile hiperkromatizm, kutuplagsmanin olmamasi, biiyiimiis
hiicre klonlarinin igin igine girmesi ve yapisal degisiklikleri ile karakterizedir. Displazi
erken tanimlanan benign atipinden ayirt edilmeli ve premalignensi gdz oniinde
bulundurulmahdir. Cilt ve skuam6z mukozada neoplazi yillar sonra displaziyi takiben
ortaya ¢ikabilir (32).

Neoplazi: Isinlanan birgok alanda gézlenen tiimor olusumu ¢ok Snemlidir ancak
biiyiik oranda morfolojik olarak farkli degildir. Ilging olarak belli basli organlar
icerisinde radyasyon herhangi bir tipin degil, sadece belirli tip tiimérlerin olusumuna

yol agar (32).

3.2.2.2 Stromal Lezyonlar
Genital, agiz, farinks, larinksin derin yumusak dokularinda ve submukozasinda
¢ok tipik kombine 6zellikler tanimlannugtir. Tipik stromal lezyonlar cilt ve agag tiriner

yolda goriiliir. Ge¢ radyasyon zararinin karakteristik 6zelligi olan fibrozis'le birlikte
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atipik fibroblastlarin varhg: gibi stromal 6zelliklere parankimatéz organlarda (akciger,
bobrek vs.) nadiren rastlanir (32).

Fibrozis: Fibrozis, siklikla doku kontraksiyonu ve organ fonksiyon kaybiyla
sonuglanan normal doku komponentlerinin yerini matriks ve gesitli kollajen fibrillerinin
almasi ve obliterasyonu olarak tammlanir. Radyasyonun geg etkileri ile iliskili olan
yaygin dzelliklerden biridir. Fibrozis hemen hemen tim doku ve organlarda olusur.
Fibrozis siddeti, doz ile zaman faktoriine baglidir. Ancak fibrozisin yayginligi ve
ciddiyeti alandan alana degisir. Tipik olarak radyasyonun yolagtig1 fibrozis non
homojendir. Baz1 alanlar ¢ok yogun aselliiler kollajen igerir (32). Herhangi bir dokunun
yeterince yiiksek bir dozda iyonize radyasyona maruziyeti genel olarak hiicre kaybina
ve fibrozise neden olur. Hiicresel seviyede radyasyona bagl 6liime neden olan
molekiiler hedef DNA dir (33,34). Doku seviyesinde iyonize radyasyonun etkileri direkt
hasar ve DNA hasarina bagh hiicre oliimiiyle sinirh degildir. Bir travmaya kars: ciltte
olusan yara geklindeki cevaba benzer olarak iyonize radyasyona karsi da ciltte aym
sekilde kompleks bir cevap olusturan ¢ok farkli hiicresel komponentler vardir.
Travmaya bagh bir yarada plateletler ve diger hiicreler dolasimdan hasarli dokuya gog¢
ederek fibrozis olmaksizin bir tamir siirecini olustururlar. Bunun tersine yitksek doz
radyasyon, hiicresel hasara neden olur. Eger iilserasyon ve nekrozis olmazsa sonrasinda
kagmilmaz olarak fonksiyonel olmayan tamir ve fibrozise neden olacak sekilde sitokin
ve growth faktore bagli sinyal yolu tetiklenir (35-37).

Radyasyona maruz kalmis dokularda tiimor nekrotizan faktor-a, interldkin-1,
platelet-kaynakli growth faktor, fibroblast growth faktor ve transforming growth faktér-
B (TGF-B) gibi gesitli sitokinlerin arttig1 gosterilmistir (38). Radyasyon sonrast TGF-f
salinimi devamh olan bir durumdur. TGF- seviyeleri radyasyon uygulamasi sonrasinda
6 saat gibi kisa bir siirede artar ve 20 y1l kadar fibrotik dokularda artmis olarak kalir
(39,40). TGF-B, radyasyon sonrasi birkez aktive olduktan sonra radyasyona bagli
fibrozise yol agan birtakim hiicresel olaylar baglatan en énemli sitokindir (41). TGF-
B’min noétrofilleri ve makrofajlar1 aktive eden kemotaktik ozellikleri vardir. Aktive
olmus makrofajlar TGF-B’nin kendisini de igeren birtakim sitokinleri salgilayabilirler ve
bu sitokinler matriks proteinleri salgilamalar igin fibroblastlar: stimiile ederek fibrozis
olusumuna neden olurlar, TGF-B, serin/treonin kinaz transmembran reseptériinii, TGF-B
tip I ve II reseptorlerini (sirasiyla TBRI ve TBRII) aktive eden sinyal-transdiiser ligand

ailesinin bir tiyesidir. Bunlar da Smad2 ve Smad3’ii aktive eder (42-44).
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3.2.2.3 Damarsal Lezyonlar

Kan kapillerleri ve siniizoidler viicudun en kiigiik ¢apli damarlar1 olup damar
duvarlarimin 6nemli bir kismini olusturan endotel hiicreleri nedeniyle RT'den ¢ok
etkilenirler (32).

Kii¢iik arterler, dig ¢apimin 6l¢iimii 100 pm'in altinda olan arterlerdir. Bu
arterlerin duvarlar1 ince bir kas tabakasindan olugur ve burada nadiren ge¢ dénem
nekrozu gelisebilir (beyin arterlerinin fibrinoid nekrozu gibi). Subendotelyal veya
adventisyal fibrozis, media hiyalinizasyonu, intimada lipid yiikli makrofajlar sik
goriiliir (32).

Orta biiyiikliikteki arterlerin dis ¢apt 100 um-500 um arasindadir. Bu arterlerde
ge¢ donemde intimal fibrozis, fibroblast ve kollajen birikmesiyle karakterizedir. Kiigiik
ve orta bilyiiklikteki arterlerde lipid yiikli makrofajlarin goriilmesi akla radyasyon
hasarini getirir. Bunlar siklikla ince barsak ve overin duvarinda olusurlar. Geg
lezyonlarda vaskiilit nadiren olugsa da hiicresel eksuda bulunmaz veya ¢ok azdr.
Vaskiilite hakim hiicre lenfositlerdir. Radyasyonun yol agtig1 vaskiilitin ilerlemeyip
sinirl kaldigina ve tedavisiz iyilestigine inanilir (32).

Biyiik ¢apl arterlerin dig ¢ap1 ise 500 um’den biiyiiktiir. Genis liimenli, kalin
duvarli, radyasyona daha direngli hiicrelerden olustugu igin kiigikk damarlara gore
radyasyondan daha az etkilenir. Bununla birlikte miyointimal proliferasyon, tromboz,
olusumu ve riiptiirleri goriilebilir. Yiiksek doz iginlamalan tek basina arter y1rt11masma
yol agabilir. Kiigiik venler; birkag kas tabakasi igermesine ragmen benzer g¢apl
arterlerden daha direnglidirler. Biiyiik venler; radyasyondan en az etkilenen damarlar
olup tiimdrler tarafindan siklikla tutulurlar. Isinlama sonrasi transmural skar olusumu

goézlenir (32).

3.2.3 RADYOTERAPIDE ORGAN TOLERANS DOZU VE HACMi

Organ toleransi, ilgili kok hiicre alt gruplarimin radyoduyarliligi, rejenerasyon
kapasitesi ve 1ginlanan voliim ile ilgilidir (Tablo 2). Tolerans voliimdi, tolerans dozu gibi
tanmimlanmalidir. Tedavi voliimiiniin artis: tolerans dozunu azaltir (28,29).

Bas boyun bdlgesindeki yapilarin her biri i¢in, doza bagh radyasyon dayaniklilik
sinirlan belirlenmigtir. Bes yil igin %5 toksisite doz sinirt TD5/5 ve %350 toksisite doz
sinirt TD50/5 degerleri farklihk gostermektedir. Doku ve organ toksisitelerini degistiren
baglica faktdr olan, radyoterapinin tek doz veya fraksiyone verilisi ile doku yada

organin kismen veya biitiin olarak radyasyondan etkilenmesi 6nemle vurgulanmaktadir.

16



Bag boyun bélgesinde yer alan temel organ ve dokulara ait TD5/5 ve TD50/5 degerleri
tablo 3’te gosterilmektedir (25).

Tablo 2: Bas-boyun bolgesi organlarina ait radyoterapi tolerans dozlan (45).

Organ-Doku g:l; ;l(c;fl)uygulama f‘)l:;k(%);gﬂte doz uygulama
‘ Lenfoid dokular 2-5 40-50
Kemik iligi 15-20 40-50
G0z (lens) 2-10 06.Ara
Mukoza 5-20 65-77
Deri 15-20 30-40
a):li?lar ve konnektif 10-20 50-60
Periferik sinirler 15-20 65-77
Spinal kord 15-20 50-60
Beyin 15-25 60-70
Kemik ve kikirdak >30 >70
Kas >30 >70
30-40
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Tablo 3: Tedavi amagli normal dokularin toleransi (45)

Organlar TD 5/5 TD 50/5 Sonuglar

1/3 2/3 3/3 1/3 2/3 3/3
Bibrek 50Gy 30 23 - 40 28 Klinik nefrit
Beyin 60Gy 50 45 75 65 60 Nekroz, infarkt
Beyin Sap: 60 53 50 -- -- 65 Nekroz, infarkt

Medulla Spinalis 5cm:50 10cm:50 20cm:47 Sem:70 10 cm:70 20 cm  Miyelit, nekroz

Akciger 45 30 17,5 65 40 24,5  Pnomoni
Kalp 60 45 40 70 55 50 Perikardit
Ozefagus 60 58 55 72 70 68 Klinik striktiir
perforasyon
Mide 50 55 50 70 67 65 Ulserasyon
Ince Barsak 50 40 60 55 Obstriiksiyon
perforasyon, fistiil
Kalin Barsak 55 45 65 55 Obstriiksiyon,
perforasyon,
ilserasyon, fistiil
Rektum Voliim 100 cm3 60 Volim 100 cml 88 Ciddi proktit
, nekroz, fistiil
Karaciger 50 35 30 55 45 40 Karaciber
yetmezligi

e ———— —— —————————————————————————————

TD 5/5= Tedavi edilen hastalarin % 5'inde tedaviden sonraki 5 yil iginde
ciddi komplikasyon gelisme riski.
TD 50/5= Tedavi edilen hastalarin % 50'sinde tedaviden sonraki 5 yil i¢inde

ciddi komplikasyon gelisme riski



3.2.4 RADYOTERAPIYE BAGLI BAS VE BOYUN BOLGESINDEKI NORMAL
DOKU REAKSIYONLARININ KLiNiK iNCELEMESI

RT etkileri akut (erken) ve kronik (geg) olmak iizere iki grupta incelenebilir.
Akut yan etkiler tedavinin 1. giiniinden 90. giiniine kadar olan etkilerdir. RT etkileri
isinlanan primer kanser bolgesinin ig¢inde bulundugu organ sistemlerine gére veya
primer kanser bélgesindeki normal doku ve organlara gore simflandirilarak incelenebilir
(30).

Bag boyun bélgesi anatomik, fizyolojik ve histolojik olarak, organizmanin diger
bolgelerinden farklilik gostermektedir. Bolgede yer alan baglica yapilar, deri, deri alt1
dokulari, kemik, eklem, kas ve yumusak dokular, mukoza, tiirkriikk bezleri, dis, diseti,
merkezi ve periferik nérolojik sisteme ait dokular, endokrin sistem ve bunlara ait bez |
dokulari, duyu organlari, lenfatik ve vaskiiler dokular ile solunum ve sindirim
sistemlerinin baslangi¢ organlandir. Bolgede gelisen kanser ve uygulanan tedaviler

baglica bu organ ve dokular tizerine etkili olmaktadir (46) (Tablo 4).

Tablo 4: Radyasyonun bas - boyun bolgesindeki etkileri

Yer Akut veya Subakut Geg Degisiklikler

Gozler Korneal iilserasyon Katarakt (tek doz 2 Gy veya
Konjunktival inflamasyon fraksiyonel 11 Gy)

Kulaklar Otitis media (30 Gy) Sagirlik (>60 Gy)

Dil Tat kayb1 (30 Gy) Menier sendromu (60 Gy)

Agiz Agrili mukozit (40 Gy) Mukozal iilser (60 Gy)

Tiikriik Bezleri Tiikriikte azalma (20 Gy) Kalic1 ag1z kurulugu (50-60 Gy)
Akut siyaladenit (10 Gy)

Mandibula “Osteonekroz (60 Gy)

3.2.4.1 Radyoterapinin Ust Sindirim ve Solunum Sistemi Uzerine Etkisi
En sik goriilen etki mukozit tablosudur. Akut mukozit, mukoza stem hiicrelerinin

yok olmast ve gegig hiicrelerinin ¢ogalma inhibisyonuna bagli gelisen skuaméz epitel
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hipoplazi sonucunda meydana gelir (46). Oral mukozanin bazal tabakalarindaki hizlica
béliinen hiicreler radyoterapiden etkilenir. Hiicrelerin i¢i bosalir ve mukoza kizarik bir
hal alir. Hiicre rejenerasyonu, hiicre olimiinden geri kalabilir. Diizensiz veya
pseudomembrandz mukozitler varken kismen veya tantamen mukozal acilmalar gelisir.
Radyoterapinin ikinci haftasindan itibaren goriilen mukozit ilerleyince eritem ve
lilseratif lezyonlar, yutma giicliigii gelisir, agr1 ve huzursuzluga neden olur. Bu
degisiklikler sadece oral hijyenin bozulmasim ve beslenmeyi etkilemekle kalmaz, baz
siddetli vakalarda bakteriyemi hatta sepsise bile neden olur. Bas, boyun radyoterapisi
alan hastalarda tat duygusunun kaybi sikintili bir sorundur (47). Tat duyusundaki
degisiklikler genellikle toplam 10-20 Gy radyoterapi alan hastalarda olur. Bu durum,
genellikle 12 haftadan sonra geriye doner. Mukozit ise tedavi bitiminden 2-3 hafta
sonra, yasamini siirdiirebilen birka¢ mukozal  stem hiicrenin ¢ogalmasiyla iyilesir
(48,49). Ciddi akut reaksiyonlar, uygulanan dozun siddeti ile orantilidir. Bu durum akut
radyasyon etkilerinin latent periyodunun kisalmasina yol agar. Epitel ve diger (H tipi)
hizli yenilenen normal dokularda olugan akut reaksiyonlarin derecesini, yasamim
siirdiiren kok hiicrelerin yeniden ¢ogalma hizi ve 6len hiicreler arasindaki dengeye
baghdir. Kok hiicrelerdeki yetersizlik akut reaksiyonlarmn iyilesmesini geciktirip geg

zararlar olusmasina yol agabilir (50).

3.2.4.2 Radyoterapinin Deri Uzerine Etkisi

Yiiksek enerjili fotonlar kullanildiginda cilt kritik bir organ degildir. Co60 ile
yapilan iginlamalarda ve ozellikle diisik enerjili X iginlan kullamldiginda cilt
reaksiyonlar ¢ok artar. Akut radyodermit radyoterapinin iigiincii haftasinda (yaklagik
25Gy) tily dokiilmesi ile baslar. Dérdiincii haftada eritem ve ddem, besinci haftada (45
Gy) kuru deskuamasyon ve daha ciddi olan yas deskuamasyon ile karakterizedir. Bu
tahribatlarin derecesi biiylik dlgiide doz iz: faktSriine baghdir. Kronik radyodermit ve
fibrozis 60 Gy'den sonra goriiliir. Cilt hiicrelerinin kinetik aktivitesi mukozal
hiicrelerden dusiiktiir (51,52).

3.2.4.3 Radyoterapinin Tiikriik Bezleri Uzerine Etkisi

Tikrik ve tikriik proteinleri agiz iginde koruyucu etki (antibakteriyel) yaparlar.
Ayrica tiikriik proteinleri ve bakteriler arasinda hidrofobik, elektrostatik ve iyonik
yonden iligski vardir. Tiikriik yumusak dokulari korur, yiizeyin nemlenmesini ve

akiskanhigim saglar. Bu durum viriislere ve karsinojenlere kars1 koruyucu etki saglar.
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Miisin dokularn viriisler ile enfeksiyonunu onler, yara iyilesmesine yardimer olur ve
disler igin koruyucu iyonik ortami saglar. pH kontrolii, tad ve aym zamanda gastrik
fizyolojide rol oynar (53). Bas boyun bolgesi tiimérlerinde tedavi alanina biiyiik tiikriik
bezlerinin girmesi sonucu sorunlar ortaya ¢ikabilir. Parbtis bezi sublingual bezden ¢ok
daha radyosensitifdir. Tiikriik bezlerinde asiner duktuslarin harap olmasiyla proteinlerde
koyulasma meydana gelir. Salg1 duktuslari 6dem ve inflamasyon nedeni ile biiziiliir.
Koyu mukus kolayca liimenin akiskanhigini engeller, tiikriigiin akis hizi azalir, hatta
durur. Bu etkiler tedavi siiresi ve doz artis1 ile daha agikar hale gelir. Ozellikle 1s1nlama
tedavisinin sonunda mukozal iilserasyon, hiicre dokiintileri ve 15kosit
dejenerasyonunun agiz iginde birikimleri, tiikriik fonksiyonlarinin azalmas: goriiliir.
Tikriigtin akigindaki azalma, protein ve elektrolit diizeyindeki degisiklikler ve
mikrofloranin bozulmasi dis ciiriiklerine neden olur. Amilaz, radyoterapi esnasinda
tikkriik bezi fonksiyonlarimn en iyi gostergesidir. Tiikriikk, dis mineralizasyonuna
yardimei olan Ca ve P iyonlarinin dengesine ek olarak sindirime yardimci olur. Geg
periyotta olusan tiikriik bezleri epitellerinin atrofiye olmasi, interlobuler fibrozis,
interlobuler sklerozis ve asinilerde nekroz, tiikriikteki protein diizeyinin diismesinde ¢ok
onemlidir. Tikrigiin kalitesi ve kantitesi degismektedir. Bas boyun bolgesinin
radyoterapisine bagli ge¢ yan etkilerden en sik gézlenen bulgu, uyariya yamt vermeyen
ag1z kurulugudur. Onemli bir noktada oral 1ginlama sonrasi en az alti ay, agiz icine

miidahelede bulunulmamasi gerekliligidir (51,54).

3.2.4.4 Radyoterapinin Ozefagus Uzerine Etkisi: Disfaji, bas boyun ve toraks
isinlamalarinda goriilen en yaygin semptomdur. Isinlamadan 3-6 ay sonra goriilen
disfaji, striktiir ve fibrozisten dolay1 kas zedelenmesinin neden oldugu peristaltik
fonksiyon bozuklugunu yansitir. Ulserasyon ozellikle gastrodzefajial bileskede yiiksek
dozlarda olugabilir, ozellikle intraluminal brakiterapi teknikleri sonrasinda
psddodivertikiil, siniis yollar1 ve fistiil olugmasi miimkiindiir (30). Pelvik ve abdominal
malign tiimdrlerde radyoterapi sonrasi gastrointestinal sistemde hasar iyi bilinen bir
komplikasyondur (55). Gastrointestinal sistemde radyasyona bagli hasar insidansi
degisik faktorlere baglidir. Normal doku toleransi hakkindaki bilgi ¢ogu bolge i¢in
stirhdir  (56). Gastrointestinal sistemin st ucundaki Ozefagusun, hassas ve
radyosensitif oldugu rapor edilmigtir (57). Akut radyasyon &zefajiti genellikle operabl
meme kanseri, inoperabl akciger kanseri ve 6zefageal kanser i¢in uygulanan radyoterapi

nedeniyle goriliir (58-60). Hem yetigkin hem de ¢ocuklarda total radyasyon dozu, doz



fraksiyon miktar1 ve radyasyon verilen alan ile gastrointestinal sistemde olusan
radyasyon hasar riski arasinda siki bir iligki vardir (57). Bununla beraber radyoterapi
boyunca gériilen akut 6zefajit ve dzefagus sitriktiirii gibi ge¢ yan etkiler arasinda agik
bir iligki olmadif1 da ileri stiriilmiistiir (4). Toplam 30°Gy veya fazlas: irreversibl hasar
ve sitriktiir olusumuyla beraber siddetli 6zefajite neden olabilir (61). Mediastinel
radyasyon uygulanan hastalarin %17 ile %42’sinde sitriktiir olusumu gosterilmistir
(61,62).

3.2.4.5 Radyoterapinin Kemik ve Kikirdakh Doku Uzerine Etkisi: Kemige
niifus eden radyasyonun 6nemli bir kismi, kemikteki kalsiyum tarafindan absorbe edilir.
Ancak bu sirada sagilan radyasyon havers kanallan i¢indeki kan damarlarina ve kemik
iligi dokularina erisir. 10 Gy'lik bir doz gelismeyi aksatirken, 20 Gy tamamen
durdurabilir. Bu nedenle gocuk hastalarda epifiz korumasi son derece 6nemlidir. 60 Gy

tizerindeki toplam RT dozu sonrasinda kemik nekrozu riski artar (51,63).

3.2.4.6 Radyoterapinin Beyin Dokusu Uzerine Etkisi: Radyasyonun béliinme
Ozelligi olmayan néronlar {lizerinde direk etkisi az olmakla beraber beyin dokusunu
besleyen damarlar yiiksek dozdan etkilenirler. Yiiksek doz radyasyonun beyinde ilk
etkisi 6demdir. Bu da ozellikle siddetli basagrisi ile kendini gdsterir. 50 Gy'in iizerinde
1isinlanan kisilerin %5'inde ge¢ désnemde unutkanlik ve dalginlik gériilebilir. Cocuklarda

ise mental retardasyona neden olabilir.

3.2.4.7 Radyoterapinin Omurilik Uzerine Etkisi: 4 haftada 40-45 Gy
1isinlamadan 2-4 ay sonra akut miyelopatiler goriilebilir. Ellerde, ayaklarda his kaybu,
basi one egince elektriklenme hissi (L-hermitte belirtisi) ile karekterizedir. Sinirlt

alanlar 1s1nlantyorsa 50 Gy tolere edilebilir.

3.2.4.8 Radyoterapinin Lens Uzerine Etkisi: Tek doz 2 Gy RT uygulamasi
sonrasinda katarak riski artar, 7,5 Gy'den sonra kesin katarakt olusurr. Isinlama ile

kataraktin ortaya ¢ikigi arasinda gegen siire 6 ay-35 yil arasinda degisir (51).



3.2.5 RADYOTERAPIYE BAGLI DOKU HASARI UZERINE ETKi EDEN EK
FAKTORLER

Toplam dozun ve fraksiyon dozunun biiyiikliigii, fraksiyonlar arasi siirenin
kisaligs, tedavi siiresinin uzamasi, normal doku reaksiyonlarmin siklig1 ve ciddiyetini
arttirabilir. Araya giren tedavi modelleri; uygulanan cerrahi operasyonlar, es zamanl
uygulanan kemoterapilerin yaninda eslik eden sistemik hastaliklar, hastanin
karekteristik 6zellikleri; yasi, karnofky performans (KPS) durumu 6nemlidir. Ayrica
cerrahi uygulanan sahaya radyoterapi eklenmesi ile fistiil, 6dem olusum oram
artmaktadir (64).

3.3 HALOFUGINON

Halofuginon (dl-trans-7-bromo-6-kloro-3-[3-(3-hidroksi-2piperidil) asetonil]-
4(3H)-quinazolinone hydrobromide), Dichroa febrifuga bitkisinden izole edilen
diigiik molekiiler agirhikhi bir quinazolinone alkoloid analogudur (Sekil 5). Tavuk ve
hindilerde yaygin olarak bir koksidiostat olarak olarak kullamlir. Kollajen tip al gen
ifadesi ve ekstraseliiler matriks birikiminin (EMB) gii¢lii bir inhibitériidiir (65). EMB
lizerine olan bu etki halofuginonun karaciger (66,67), cilt (68) veya akcigerler (69)
gibi baz1 organlarda gii¢lii antifibrotik ozelliklere sahip oldugunu gostermektedir.
Halofuginonun, operasyonu takiben gelisen peritendinéz yapigikliklar azaltign ve
yine siganlarda postoperatif batin ici yapisikligi 6nledigi rapor edilmistir (70,71).
Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederek anastomoz bélgesinde
intima hiperplazisini onlemistir (72,73). Glomeriilopatilerde ve ileri glomeriiler
lezyonlarda mezenkimal hiicre proliferasyonunu ve ekstraseliiler matriks birikimini
Onleyerek son dénem bobrek yetmezligine gidisi engelledigi deneysel ¢alismalarda
rapor edilmigtir (74).

Tiim bu modellerde halofuginonun, in vivo ve in vitro olarak kolléjen alfa-1
(I) gen ekspresyonunu ve kollajen tip I sentezini inhibe ettigi ortaya konulmustur (6).
Kiiltirde halofuginon'un kronik graft versus host hastalikli ve sklerodermali
hastalardan tiiretilen insan fibroblastlarinin kollajen tiretimini ve kollajen alfa - 1 (I)
gen ekspresyonunu zayiflattigi gosterilmistir (75). Ayrica halofuginon normal insan
deri fibroblastlarinda TGF-B'nin uyardig: kollajen Tip alfa - 1(I) gen ekspresyonunu
da zayiflatmigtir. Ama kollajen Tip alfa - 2(I), Tip (II), Tip (III) ve Tip X'a etkisi

olmadif: bildirilmigtir (71). Son zamanlarda, kronik graft versus host hastalig1 olan



bir hastada halofuginon topikal olarak kullamlmig ve kollajen alfa 1(I) gen
ekspresyonu azalttifs klinik olarak da gsterilmistir (76).

Radyasyona maruz kalms dokularda TGF-B tip II reseptor (TBRII) up-
regiillasyonu daha &nceden rapor edilmistir (77). Xavier va arkadaslart (5)
¢alismalarinda halofuginonun inhibitér Smad7’nin salimimim artirarak TBRII
seviyelerini azalttifin1 ve béylece Smad2 ve Smad3’iin aktivitesinin azaltarak Smad
yoluyla TGF-B sinyal olusumunun inhibisyonunu sagladigini géstermistir. Smad3
eksik hayvanlarin radyasyona daha dayanikli oldugunun gosterilmesi ve
halofuginonun Smad yolagiyla sinyal olusumunu azalttigimin ortaya koyulmas: bu
kiigiik molekiiler agirlikh bilesigin iyonize radyasyona bagl bacak kontraksiyonunda
basariyla kullamlabilecegini gostermistir. Smad yolagiyla TGF-B sinyal olusumu tek
bagina radyasyona bagl fibrozisten sorumlu olmasa da son g¢aligmalar bu yolagin
radyasyona bagh fibroziste 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir. Daha da
Onemlisi halofuginon uzun bir sire giivenle uygulanabilir oldugu ve normal
dokudaki radyasyona baglh hasan azaltigi ortaya konulmustur (5). Bu arada
McGaha ve arkadaslar1 (78) gergin ciltli bir fare modelinden (skleroderma modeli)
alman fibroblastlarda halofuginonun TGF-B tarafindan indiikklenen Smad3
aktivasyonunu inhibe ettigini gostermislerdir.

Halofuginon ayrica tiimér progresyonunu da inhibe eder. Bu 6zelligi mesane
kanseri modellerinde (79), feokromositoma (80), prostat kanseri (81), sarkom veya
Wilms tiimériinde (82) gosterilmistir. Halofuginonun antitiimér etkisi anjiogenez,
stromal destek ve hiicre proliferasyonu gibi primer tiimor progresyonunda 6nemli
birkag basamak tizerine olan etkisine dayanmaktadir (79). Bundan baska halofuginon
ayrica MMP-2 gen transkripsiyonunu baskilayarak mesane kanser hiicreleriyle
akciger kolonizasyonunda ve invitro olarak ekstraseliiler matriks invazyonunda
belirgin azalma gdstermistir (83). Yine son zamanlarda halofuginonun bir ksenogreft

modelinde hepatoseliiler karsinom biiyiimesini baskilayabilecegi ortaya konulmustur
(84).
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Sekil 5: Halofuginonun molekiiler yapisi

3.4 METILPREDNiZOLON

Kortikosteroidler, adrenal korteks tarafindan salgilanan steroid yapili kortizol,
aldesteron gibi hormonlar ve bunlardan sentez sureti ile yapilan aym yapidaki
anélloglanndan olusur. Bunlar 21 karbonlu steroidlerdir. Kortizol ve diger dogal
glukokortikoidlef adrenal korteksin zona fasikiilata tabakasindan, aldosteron,
dezoksikortikosteron ve kortikosteron gibi mineralokortikoidler ise zona glomeruloza
tabakasinda kolesterolden sentez edilir. Sentez p450 sitokrom igeren ¢esitli karma
fonksiyonlu oksidazlar tarafindan d6rt basamakta katalize edilir. Kortizoliin
saigllanma51 esas olarak, hipofiz 6n lobundan salgilanan ACTH (adrenokortikotropik
hormon) tarafindan kontrol edilir. Plazma ACTH diizeyinin giin i¢indeki degismesi ile
adrenal korteks hormonlarinin diizeyleri arasinda paralellik vardir. Giin igindeki ritme
uyan genel hiz degisimi profilinde, normal uyku diizenini siirdiiren kimselerde sabahin
erken saatlerinde uyanmadan 6nce kortizol salgilanma hizi ve plazma diizeyi doruga
yiikselir. Giinliik salgilanmanin %70’ i gece yaris ile sabahin 9’ u arasindadir (85).

Metilprednizolon, mineralokortikoid etkinligi ¢ok diisiik, uzun etkili bir sentetik
glukokortikoiddir. Glukokortikoidler genel olarak karbonhidrat metabolizmas: iizerine
insiiline z1t etki gosterirler. Karacigerde glukoneogenezi arttirirlar. Karaciger harig diger
dokularda protein sentezini inhibe ederler. Antiinflamatuar ve antiallerjik etkilerinden
dolay1r metilprednizolon ayrica tiim otoimmun hastaliklarin, aspirasyon ve kimyasal
pnomoninin, maling tiimérlerin ve bircok hemotolojik hastaliklarin tedavisinde de
yaygin olarak kullamlmaktadir. Lipit peroksidasyonu inhibisyonu ve antioksidan
ozelliginden dolay1 yiiksek dozlarda doku hasarini da azaltmaktadir (86).

Suprafizyolojik konsantrasyonlarda hangi etkene (mikroorganizma, kimyasal
etkenler, mekanik etkenler, irradyasyon gibi) bagl olursa olsun enflamasyonun tiim

bulgularin ortadan kaldirirlar. Bu etkisini baglangi¢ doneminde nétrofil 16kositlerden ve
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monositik makrofajlardan dokulara salinan kemotaktik faktérlerin sentez ve salinimin
inhibe ederek, daha sonra da makrofaj migrasyon inhibitdr faktdrii ve trombosit aktive
edici faktorii inhibe edip lizozom membranmim stabilize ederek saglarlar. Erken evrede
ayrica 6dem, fibrin birikimi ve kapiller damarlarin dilatasyonunu 6nlerken daha sonraki
evrelerde kapiller damarlarin ve fibroblastlarin proliferasyonunu, kollajen birikimini ve
skar olusumunu inhibe ederler (85,87). Mazigh ve ark.(88) ikinci ve iigiincii derecede
Ozefageal yaniklari olan gocuklarda uygulanan sistemik prednizolonun o&zefageal
striktiir riskini biiyilk oranda azaltiini gostermislerdir. Giinel ve arkadaslar (89)
yaptiklart ¢aliymada metilprednizolonun koroziv 6zefageal yaniklarda hidroksiprolin
seviyelerini 6nemli oranda azalttigim rapor etmislerdir.

Yiiksek fizyolojik konsantrasyondaki kortikosteroidlerin fibroblastlar tarafindan
tiretilen hem tip [ hemde tip II kollajen tiretimi tizerine inhibitdr bir etkisi vardir. Ayrica
glikozaminoglikan Uretimini de inhibe ederler. Bundan dolay: ekstraselliiler kollajen ve
matriks olusumu yiiksek doz glukokortikoid tedavisi nedeniyle bozulur ve yara
iyilesmesi yavaslar. Glokukortikoidler, fibroblastlarin iyilesen yarada lokal olarak etkili
cesitli sitokinlere bagli olusan proliferatif ve kemotaktik cevaplarini inhibe eder (90).
Kortikosteroidlerin  dokularin skar kontraktiiriinde kollajenin ¢apraz baglanmasim
onleyerek etki ettigi diistiniilmektedir (91,92).
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4. GEREC VE YONTEM
4.1. DENEKLER

Calisma, Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ ndan izin alinarak Firat
Universitesi Tip Fakiiltesi Deneysel Arastirma MerkeZinden (FUTDAM) temin edilen
agirliklart 150-250 g arasinda degisen 40 adet disi Wistar rat {izerinde gergeklestirildi.
Calismada kullamlan sarf malzemeleri, Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
(FUBAP) birimi tarafindan temin edildi (FUBAP Proje No: 1310). Disi Wistar ratlar 12
saatlik aydinhik /karanlik déngiisii altinda, 22+0.5 °C’de polikarbonat kafesler icinde
tutuldu. Tim deney hayvanlar1 yem fabrikasindan alinan ayn tiir ticari yem ve su ile
beslendi. Radyoterapi uygulamasindan sonra kat1 yemler toz haline getirilerek ratlarin
beslenmeleri saglandi.

Caligmada yer alan toplam 40 disi Wistar rat rastgele olarak 10’arl dort gruba
ayrilds ;

Grup 1 (Kontrol grubu): Radyoterapi ve ilag uygulamasi yapilmayan grup.

Grup 2 (Radyasyon grubu): 18 Gy tek doz radyoterapi uygulanan ve ilag
uygulamasi yapilmayan grup

Grup 3 (Halofuginon grubu): 18 Gy tek doz radyoterapi uygulamasi ile
birlikte halofuginon verilen grup. Bu gruba radyoterapiden hemen sonra baslanarak 1
ay siresince hergiin tek doz halinde 100 pg/kg intraperitoneal enjeksiyon seklinde
halofuginon (Collgard Biopharmaceuticals Ltd. Petah Tikva, Israil) uygulandi.

Grup 4 (Metilprednizolon grubu): 18 Gy tek doz radyoterapi uygulamasi ile
birlikte metilprednizolon verilen grup. Radyoterapiden hemen sonra baslanarak 24 saat
araliklarla 1 ay boyunca 1 mg/kg  Metilprednizolon intramiiskiiler (IM) olarak
(Prednol-L flakon, Mustafa Nevzat, Tiirkiye) uygulandu.

Radyoterapiden hemen sonra ratlar tartilarak agirhiklan kaydedildi. Tiim deney
grubundaki deneklerin viicut agirhiklarni 1. ayin sonuna kadar haftalik daha sonra
¢alisma bitimi olan 3. ayin sonuna kadar ise 15 giin arayla 6l¢iildii ve kaydedildi.

Uygulamadan sonra 90. giinde tiim gruptaki ratlar ketamin hidrokloriir (Ketalar,
Eczacibagi ilag, Tiirkiye) ile Ulusal Arastirma Konseyi Laboratuvar Hayvan Kaynaklart
Enstitiisii rehberine uygun olacak sekilde 6ldiiriildii. Proksimal 6zefagus ve hipofarenks
bolgesi anatomik biitiinliigii bozulmadan eksize edildi. Alinan doku 6rnegi iki parcaya
aynlarak pargalardan hipofarenks ve ozefagusu igeren proksimal kisim histolojik
inceleme i¢in formalin soliisyonunda fiske edildi. Distal parca hidroksiprolin seviyeleri

i¢in biyokimyasal analize tabi tutmak amaciyla %0,9 NaCl ile yikamp kurulanarak -80



C°de sakIandl. Bu dokularda; doku hidroksiprolin seviyeleri, proksimal 6zefagus stenoz
indeksi (stenoz indeksi: duvar kalinligy/limen c¢api), liimen ¢ap1, duvar kalinlig1 ve

histopatolojik degerlendirme yapildi.

4.2. SIMULASYON VE RADYOTERAPI UYGULAMASI

Simulasyon ve radyoterapi uygulamasi Oncesinde ratlara 5 mg/kg ksilazin
(Rompun, Bayer Bilesik Alman Ilag Fabrikalar Istanbul) ve 75 m/kg dozunda ketamin
hidrokloriir intraperitoneal yol ile uygulandi. Gereksinim duyulmasi durumunda
baslangigta uygulanan dozlarin %20’sini agmayacak sekilde ilag dozlari tekrarland.
Radyoterapi uygulamas: 6ncesinde radyoterapi alaninin belirlenmesi igin simiilasyon
(Nucletron Simuliz HP, Veenendaal, Hollanda) yapildi. Simiilasyon islemi, tedavi
cihazlarindaki uygun sartlar saglanarak radyasyon uygulanacak alanlarin belirlenmesidir
(Sekil 6). Ratlar sert zemin {izerinde tek tek ekstremitelerinden bantlanarak, baglari
maksimum fleksiyon durumuna getirilerek immobilize edildilér. [slem sonras: tedavi
uygulanacak alanlara isaretler konuldu. Radyoterapi alam her rat i¢in simule edilerek

lizerine ¢izildi. Boylelikle bas ve boyun bélgesi disinda alanlarin tedavi alanina dahil

edilmesi engellenmis oldu (Sekil 7).

Sekil 6: Radyasyon uygulanacak bolgenin belirlenmesi igin alman simiilasyon

gOriintiisii
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Sekil 7: Simiilasyon sonrasi isaretlenmis olan radyasyon bolgesi

Radyoterapi uygulamasi igin ratlar Co60 teleterapi iinitesinde (Theratron 1000E,
Ontario, Kanada) tedavi masasina simiilatérdeki gibi yerlestirildikten sonra radyoterapi
alani ayarlandi1 (Sekil 8). Tedavi alanimin {izerine bolus yerlestirilerek maksimum
radyasyon dozunun cilt yiizeyinde olmasi saglandi. Ratlarin bas ve boyun bélgeleri tek
fraksiyonda 60 cGy/dakika doz hizinda ve toplam 18 Gy uygulandi. Tedavi alani 4x4

cm ve kaynak deri uzakligi 100 cm olacak sekilde tek 6n alandan belirlendi.
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Sekil 8: Radyoterapi uygulamas: i¢in ratlarn Co60 teleterapi iinitesindeki tedavi

masasina simiilatérdeki gibi yerlestirilmesi

4.3. HALOFUGINONUN HAZIRLANISI VE UYGULAMASI

Halofuginon kristalin seklindedir. Kristalin seklindeki halofuginon, 0.44 M, pH
4.3 bir laktik asit tamponunda ¢6ziilerek 1-2 mg/ml’lik stok soliisyonlar: hazirlandi ve
en az 4 ay boyunca satbil kaldig1 4 °C’de saklandi. Enjeksiyon igin halofuginonun stok
soliisyonlart %0.9 NaCl ile giinliik diliie edilerek (0,1 mg/1 ml) ¢alisma soliisyonlari

elde edildi. Calisma soliisyonlar1 hazirlandiktan sonra 1 saat iginde uygulandu.

4.4. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Histopatolojik incelemenin yapilabilmesi amaciyla 3 aymn sonuda sakrifiye
edilen ratlarin hipofarenks ve servikal ozefagus segmentleri ¢ikarildi. Cikarilan
segmentin 151k mikroskobik incelenmesi i¢gin, 6zefagus segmenti % 10°luk formaldehitte
fikse edildi. Hipofarenks ve proksimal 6zefagus segmentlerinden olmak iizere ug adet
transvers kesit alind1. Doku takip cihazinda (Pathcentre, Shandon, Ingiltere) takip edilen
dokular parafine goémiildi. Mikrotomla 5 mikron kalinhiginda kesitler hazirland:.

Kesitler deparafinize edilerek hematoksilen-eozin ve Massontrikrom boyama uyguland:.
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Istk mikroskobuyla X10-40 objektifte (Olympus, BX51, Japonya) degerlendirildi.
Spesmenlerde duvar kalinlig1 ve limen caplari 15tk mikroskobun mikrometre aparati
kullanilarak o6l¢ildi. Her' denek i¢in mevcut kesitler arasinda kasin en kalin oldugu
kesit gbz Oniine almarak 3 farkli bolgede duvar kalinligi 6lgiilerek ortalamas: alinds.
Limen ¢ap i¢in ise en uzak ve en yakin iki noktada-gap 6lgiilerek ortalamasi alindi
(Sekil 9). Bu dlglimlerden faydalanarak bir stenoz indeksi (duvar kalinligy/liimen g¢ap1)
olusturuldu. Vaskiilarizasyon igin proksimal 6zefagus kesitinde mukoza, submukoza,
muskiilaris mukoza ve tunika muskiilaristeki damar olusumlar1 X40 biiylitmede tiim

alanda sayildi.

Sekil 9: Ozefagus liimen ¢ap1 ve duvar kalinliklarinin 6l¢iimii (H.E. X100)
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Histopatolojik degerlendirmede mukoza, submukoza, miiskiiller mukoza ve
tunika miskiilaris,  fibrozis, fibroblast proliferasyonu, epitelyal atipi, nekroz,
polimorfoniikleer 16kosit ve mononiikleer hiicre yoniinden incelendi. Bu parametreler;

- Yok (-), #

- Hafif (+),

- Orta (++) ve

- Siddetli (+++) olarak derecelendirildi.

4.5. HIDROKSIPROLIN SEVIYESININ OLCUMU

Ugtincti ayin sonunda sakrifiye edilen ratlarin proksimal 6zefagusundan
elde edilen segmentteki hidroksiprolin tiretimindeki artis veya azalis seviyeleri saptandi.
Bunun i¢in biitiin ratlarda radyoterapi uygulanan 6zefagus segmentinin bir pargasi
kesilerek alindi. Alinan doku 6rnekleri, Eppendorf tiiplerinde yaklagik 4C° de 30 saniye
bir ultrasonik sonikatérde homojenize edildi. Ornekler otoklavda 121 C° de ( bir
atmosfer basingta) 15 dakika 100 ml 2 mol/l NaOH ile muamele edilerek hidrolize
edildi. 900 ml’lik 0.056 mol/l kloramin-T soliisyonuyla 6mek oksitlenerek
hidroksiprolin pirol-2-karboksilik asite doniistiiriildii. Oksidasyon asamasindan sonra 1
ml Erlichs reagent eklenerek karigtirildi. Ornekler 20 dakika 65C° de su banyosunda
tutuldu. Renkli O&meklerin optik dansiteleri 550 nm’de UV160 Shimadzu
spektrofotometre kullanilarak okundu. Analiz, her bir &rnekteki 0.025 mM
hidroksiprolini saptayabilecek kadar duyarliydi. Hidroksiprolin konsantrasyonlar1 L-
hidroksiprolin standart soliisyonlar1 kullanan standart bir egriyle 6l¢iildii.
Hidroksiprolin igerigi pg/mg yas doku olarak belirlendi.

4.6. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel analizler, SPSS 15.0 bilgisayar istatistik programiyla (SPSS Inc.,
ABD) yapildi. Gruplarda farkli zamanlarda 6lgiilen agirliklarin degerlendirilmesinde,
tekrarlayan 6l¢iimlerde varyans analizi kullamldi. p<0.05 olan degerler anlamli olarak
kabul edildi. Istk  mikroskobundaki  histopatolojik  derecelendirmelerden
vaskiilarizasyon, stenoz  indeksi skorlar1 ve  hidroksiprolin  degerlerinin
karsilagtirilmasinda oneway ANOVA testi, posthoc test olarak ta Tukey testi kullanildi.
Gruplar arasindaki fibrozis ve epitelyal atipi bulgularimn degerlendirilmesinde x* ve

Fischer’in kesin x° testleri kullanildi.
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5. BULGULAR

Calismamizda deneklerin 1 ile 12. haftalar arasindaki agirhk takibi ile 12.
hafta sonunda deneklerden alinan hipofarenks ve servikal 6zefagusun histolojik ve

biyokimyasal degerlendirmeleri yapildi.

5.1. DENEKLERIN VUCUT AGIRLIGININ DEGERLENDIRILMESI
Radyasyon uygulamasindan hemen o6nce bagslanarak hayvanlar ilk bir ay

haftalik olarak ve daha sonra iigiincii ayin sonuna kadar iki haftada bir diizenli olarak
tartildi (Tablo 5, Sekil 10).

Tablo S: Gruplarda yer alan ratlarin diizenli olarak 6lgiilmiis olan agirhk

ortalamalan

- e AT R R BRSNS,

Agirhk ortalamalar (gr)

Kontrol Radyasyon  Halofuginon Steroid

Grubu (1) Grubu (ll) Grubu (lll) Grubu (IV)
0. giin 214,75+ 17,63 203,20+ 16,30 197,90+ 6,75 196,40+ 19,89
1. hafta 221,25+ 14,38 198,60+ 15,67 191,40+ 8,28 182,70+ 13,28
2. hafta 217,25+ 21,77 201,20+ 15,24 196,40+ 6,56 182,80+ 12,38
3. hafta 223,75+ 18,73 208,50+ 15,56 200,80+ 9,12 186,10+ 14,03
4. hafta 234,00+ 16,43 205,50+ 15,57 201,50+ 12,82 197,50+ 13,33
6. hafta 234,25+ 11,58 205,90+ 18,03 204,60+ 12,39 188,25+ 13,60
8. hafta 239,00+ 15,85 208,60+ 24,08 206,00+ 15,00 184,00+ 15,83
10. hafta 246,75+ 14,33 199,55+ 16,54 196,80+ 15,14 180,40+ 8,73
12. hafta 248,00+ 10,64 195,75+ 12,18 205,70+ 6,36 179,00+ 11,72

e e e —————————— ————— ——————————————

Caligma siiresinde {i¢ ay dolmadan steroid grubunda 5, halofuginon grubunda
2 ve radyasyon érubunda 2 tane olmak iizere toplam 9 denek kaybedildi. Denekler
ozellikle 10-12. haftalarda kaybedildi ve bunlardan radyasyon grubundaki bir
tanesinde hemipleji geligmisti. Sadece steroid grubunda 2 denek iki ile iigiincii

haftalarda erken donemde kaybedildi. Ugiincii ayin sonunda kontrol grubunda
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yaklasik %15,4°liik ve halofuginon grubunda yaklasik % 4°lik bir agirhik artisi
oldugu goriildii. Bu siire sonunda Radyasyon grubunda %3,7’lik ve steroid grubunda
ise % 8,9’luk bir agirlik kayb1 oldugu gozlendi. Steroid grubunda anlaml diizeyde
agirliklarda azalma vardi (p<0.05). Kontrol grubunda &zellikle 4. haftadan sonra
anlamli bir artig vardi (p<0.05). Halofuginon ve* radyasyon grubu agirlik
degisimlerinde bir anlamlilik yoktu (p>0.05).

300
250 —
T
200 T e " |—+—Haldfuginon
—-—

0 l;t];mid
100 —— Kontral

50

0 ' - x . . - ' . \

6. 1 2 3 4 6 8 10 12
gin hafta hafta hafta hafta hafta hafta hafta hafta

Sekil 10: Tim gruplar arasinda ii¢ aylik désnemde agirhk ortalamalarinin birbirine

gore degisimi.

5.2. ISIK MIKROSKOBUYLA HiSTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME
Proksimal 6zefagus ve hipofarenks bolgesinden alinan dokulardan elde edilen
kesitlerin 151k mikroskobuyla  degerlendirmesinde gruplarin  higbirinde
polimorfoniikleer 16kosit ve mononiikleer hiicre gézlenmedi. Bununla beraber higbir
denekte nekroza rastlanmadi. Proksimal o6zefagus ve hipofarenksin histolojik

incelemelerinden elde edilen veriler tablo 6 da 6zetlenmistir.

5.2.1. FIBROZIS

Kontrol grubu ve halofuginon grubundaki deneklerin proksimal ozefagus ve
hipofarenks bélgesinden alinan kesitlerin incelemesi sonucunda; deneklerin
hi¢birinde mukoza, submukoza, miiskiiler mukoza ve tunika miiskiilariste kollajen
birikimi ve fibrozis goriilmedi ($ekil 11). Radyasyon grubu ile steroid grubunda ise

az olmakla beraber kollajen birikimi vardi. Radyasyon grubunda bir denekte orta
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derecede fibrozis varken 5 denekte ise hafif deerecede fibrozis oldugu goriildii (Sekil
12,13). Steroid' grubunda bes denekten sadece ikisinde hafif derecede fibrozis
mevcuttu. Kontrol ve halofuginon grubu ile radyasyon grubu fibrozis olusumu
agisindan karsilastirildiginda radyasyon grubu lehine fibroziste artis oldugu saptandi
ve bu fark istatistiksel olarak anlamli idi (p<0.05). Kontrol ve halofuginon grubu,
steroid grubu ile kargilastirildiginda steroid grubunda da fibrozis olusumunun oldugu
fakat bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriildii (p>0.05). Steroid
grubuna gore radyasyon grubunda fibrozisin fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugu saptand1 (p<0.05) (Tablo 6).
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Tablo 6: Isik mikroskobisi degerlendirme skorlari.

e R R R,

Gruplar Denek numarasi * Fibrozis * Epitelyal atipi

1 - -

2 - -

3 - -

4 - -
Kontrol Grubu (l) 5 - -

6 - -

7 - -

8 - -

9 - -

10 - -

1 ++ ++

2 - +

3 + -
Radyasyon 4 - +
Grubu (ll) 5 + +

6 + ++

7 + +

8 + +

1 - -

2 - -

3 - -
Halofuginon 4 - ++
Grubu (Ill) 5 - -

6 - -

7 - -

8 - -

1 - -

2 + -
Steroid Grubu (IV) 3 + -

4 - -

5 - +
p p<0.05 (I'ile LIILIV)  p<0.05 (I-11)

p<0.05 (II-IT)

Ki-kare testi (p<0.05)
*Fibrozis ve epitelyal atipi igin; (-) yok, (+) hafif, (++) orta ve (+++) siddetli olarak
Degerlendirildi.
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Sekil 12: Radyasyon grubunda &zefagus submukozal alanda fibrozis alanlar: (siyah
ok) (H.E. X100)
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Sekil 13: Radyasyon grubunda 6zefagus submukozal alanda fibrozis (siyah ok) (H.E.
X200)

5.2.2. STENOZ INDEKSI

Duvar kalinlik ortalamalar1 géz 6niine alindiginda en diisiik deger 42,5 + 6,38
um ile halofuginon grubunda iken en yiiksek deger 44,8 + 1,98 pm olarak steroid
grubunda bulundu. Radyasyon grubundaki ortalama duvar kalinlign (43,3 + 4,00 pm)
halofuginon ve kontrol grubu ile kargilagtirildiginda artmist1 fakat bu fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p>0.05). En yiiksek liimen ¢ap1 ortalamasi kontrol grubunda
(223,5 £ 13,75 pm), en diisiik ortalama ise radyasyon grubunda (207,7 + 15,98 pm)
olgtildii. Bu iki grup arasindaki limen g¢api ortalamalar1 arasindaki fark anlaml
degildi (p>0.05). Halofuginon grubu, 219,5 + 15,77 um ile ikinci en yiiksek liimen
¢ap1 ortalamasina sahipti ve kontrol grubuna yakin bir deger gosterdi (p>0.05) (Tablo
7, Sekil 14).
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Tablo 7: Gruplardaki 6zefagus duvar kalinhigi, liimen ¢ap1 ve stenoz indeksi

ortalamalari
Duvar kalinhg: Limen gapi Stenoz indeksi
ortalamalan (pm) ortalamalan (um) ortalamalan
g‘:ﬂle) 43,0 + 3,87 2235+ 13,75 0,1912 £ 0,0164
gffgﬁs(}:;’" 43,3 + 4,00 207,7 + 15,98 0,2087 £ 0,0135
gfbffs(’lil'l’f" 42,5+ 6,38 219,5 £ 15,77 0,1937 £ 0,0256
gtri',;’t';d(w) 44,8+ 1,98 213,2 + 13,60 0,2020 £ 0,0130

P p>0.05 (I-1)
M

Oneway ANOVA testi (Tukey testi) (p<0.05)

250

200
150
o Duvar kalinhd
100 @ Limen gapl
50
0 T 1 1

Kontrol Radyasyon Halofuginon Steroid

Sekil 14: Gruplardaki 6zefagus liimen ve duvar gapi (um) degerleri

Gruplar arasinda en diisiik stenoz indeksi 0,1912 + 0,0164 ile kontrol
grubunda bulundu. Gruplar i¢inde radyasyon grubu stenoz indeksi 0,2087 + 0,0135
ile en yiiksek deger olarak bulundu. Fakat radyasyon grubu ile kontrol grubu
arasindaki stenoz indeksi farki anlamli degildi (p>0.05). Kontrol grubuna en yakin
stenoz indeks skoru olan grup 0,1937 + 0,0256 degeriyle halofuginon grubu idi.
Halofuginon grubu ile kontrol grubu arasindaki stenoz indeksi farki ¢ok azdi ve bu
fark istatistiksel olarak anlamh degildi (p>0.05). Steroid grubu stenoz indeksi 0,202
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+ 0,0130 idi. Steroid ve kontrol grubu karsilastirldiginda fark anlaml degildi
(p>0.05) (Tablo 7, Sekil 15).

Stencz indeksi

0,215 —
0,21 S — —
0,205

0,2 - - —~
| Lstenoz indeksi

0,195 |
0,19

0,185 —
0,18 - : -
Kantrol Radyasyon Halofuginon Steroid

Sekil 15: Gruplardaki 6zefagus stenoz indeksi degerleri

5.2.3. VASKULARIZASYON

Vaskiilarizasyon agisindan gruplar birbiriyle karsilastinldiginda sonuglar
benzerdi. En yiiksek vaskiilarizasyon olusumu ortalama 23,37+ 5,71 adet ile
radyasyon grubunda bulunurken en diisik degerin 19,00+ 6,55 adet ile kontrol
grubunda oldugu goriildii. Halofuginon grubunda bu deger 20,60+ 6,59 adet iken
steroid grubunda 20,62+ 3,79 adet idi (Sekil 16,17).

Steroid ve halofuginon grubundaki vaskiilarizasyon ortalamasi benzerdi ve
kontrol grubuyla yakinlik gésteriyordu. Kontrol grubu ile bu iki grup arasindaki fark
anlamh degildi (p>0.05). Radyasyon grubu ile diger ii¢ grup arasinda yapilan
kargilagtirmada da anlamli bir fark saptanmad (p>0.05) (Tablo 8).
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Tablo 8 : Gruplar arasi vaskiilarizasyon ortalamasi (151k mikroskobisinde)

“
Vaskiilarizasyon ortalamasi (adet)

Kontrol Grubu (1) 19,00 £ 6,55
Radyasyon Grubu (ll) . 23,37+ 5,71
Halofuginon Grubu (lll) 20,60+ 6,59
Steroid Grubu (IV) 20,62 + 3,79
o] p>0.05 (I-1L1I1,1V)

e .. W NN R TEELGE O N T L e
Oneway ANOVA testi (Tukey testi) (p<0.05)

Yaskllatizasyon
25
20

15

Waskllarizasyon

10 1

Koritrol Radyasyon Hslofuginon Steroid

Sekil 16: Doku vaskiilarizasyon degerleri

5.2.4. EPITELYAL ATIPi

Radyasyon grubunda diger gruplara gore epitelyal atipi belirgin olarak
artmigti. Radyasyon grubunda iki denekte orta, bes denekte ise hafif derecede
epitelyal atipiye rastlandi (Sekil 17). Kontrol grubunda epitelyal atipi goriilmezken
halofuginon grubunda bir denekte orta derecede ve steroid grubunda bir denekte hafif
derecede epitelyal atipi mevcuttu. Radyasyon grubundaki epitelyal atipi kontrol,
halofuginon ve steroid grubuyla karsilastirildiginda anlamlilik gésteriyordu (p<0.05).
Steriod ve halofuginon grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamadi (p>0.05) (Tablo 7).
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Sekil 17: Submukozal fibrozis alamindaki vaskiiler yapilar (siyah ok) ve epitelyal
atipi (beyaz ok) (H.E. X400)

5.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Kontrol grubundaki ortalama hidroksiprolin degeri 0,781 +0,126 ug/mg
saptandi. Bu deger, tiim gruplar igerisinde en diisik degerdi. Diger gruplardaki
hidroksiprolin degerleri sirayla steroid grubunda 1,080 +0,202 pg/mg, halofuginon
grubunda 1,329 £0,318 pg/mg ve radyasyon grubunda 2,108 +0,950 pug/mg olarak
bulundu. En yiiksek hidroksiprolin degerinin radyasyon grubunda oldugu goriildii
(Tablo 9, Sekil 18).
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Tablo 9: Gruplardaki ortalama hidroksiprolin degerleri

e e RRRRRERRERERRRRRRRRRTRIRR=E=
—_— e R ——————

Gruplar Hidroksiprolin degerleri (ug/mg)
Kontrol Grubu (1) 0,781 10,126
Radyasyon Grubu (ll) . 2,108 0,950
Halofuginon Grubu (lIl) 1,329 +0,318
Steroid Grubu (1V) 1,080 +0,202

p<0.05 (I-111,1V)
P p<0.05 (lI-1,111,1IV)

P R O R A A R R ———————

Oneway ANOVA testi (Tukey testi) (p<0.05)

Hidrak siprolin dederler (ug/mg)

25

1 | 5
'5 Hidraksiprolin dederlen

1 (pgim g)

0,5

Kontrol Radyasyon Halofuginon Steroid
Grubu (I Grubu (I Grubu I} Grubu V)

Sekil 18: Doku hidroksiprolin degerleri (ug/mg)

Radyasyon grubundaki ortalama hidroksiprolin degeri kontrol grubu ile
kargilagtirildifinda anlamli oranda yiiksekti (p<0.05). Halofuginon ve steroid
grubundaki hidroksiprolin degerleri radyasyon grubuyla karsilastirildiginda anlamh

oranda bir azalma vardi (p<0.05).
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6. TARTISMA

Bag ve boyun kanserli hastalarda disfaji yaygin olarak goriiliir. Bu durum
timdriin  kendisine bagli veya herhangi bir terapotik miidahale sonucu ortaya
¢ikmaktadir. Hastanin beslenmesi tlip yoluyla diizeltilebilse de yutma problemlerinin
genellikle hayat kalitesi {izerine 6nemli bir etkisi vardir ve sosyal izolasyona yol
acabilir. Basg-boyun bolgesine uygulanan radyoterapiler sonrasi ortaya cikan disfaji
onemli problemlerden biridir ve siklikla proksimal 6zefagusun radyoterapiye maruz
kalmasi sonucu olugmaktadir (93).

Bag ve boyuna uygulanan radyoterapi, bolgesel malignensiler icin kullamlan
yaygin bir tedavi seklidir. Genelde uygulanan total radyasyon dozu olduk¢a yiiksektir
(30-80 Gy) ve siklikla radyasyona maruz kalan bolgedeki organ ve dokularda bir takim
yan etkilere neden olur. Literatiirde kserostomi, osteoradyonekroz, yutma bozukluklari,
karotid arter riiptiiri ve orofarengeal mukozitler gibi radyoterapinin bolgesel
komplikasyonlan ile ilgili ¢ahigmalar olduk¢a fazladir. Bu komplikasyonlarin ¢ogu
radyoterapi sonrasi kisa dsnemde meydana gelir (1,94-96). Ne yazik ki gérme ve duyma
- bozuklugu, karotis arter stenozu, glottik eritem ve tiroid hipofonksiyonu gibi bas ve
boyuna uygulanan radyoterapi nedeniyle geligen geg sistemik komplikasyonlar ile ilgili
¢aligmalar ise son derece nadirdir (1,97,98). Radyoterapi alan bas ve boyun kanserli
hastalarda proksimal 6zefagus, dozu kisitlayan bir organ olarak dikkate alinmalidir. Bas
ve boyun kanserli hastalarda 6zefageal radyasyon hasarina iliskin literatiirde birgok
yaymn vardir. Bu raporlarda ozefageal sitriktiir, radyoterapinin sonlandirilmasindan
sonra baslayan gecikmis bir 6zel durum olarak tanimlanmigtir (4). Laurell ve arkadaslan
(99) ¢alismalarinda radyoterapi sonras: ge¢ dénemde sitriktiir gelisen 22 hastanin 5’inde
tam Ozefageal obliterasyon gostermislerdir. Ayrica bazi galismalarda da mediastinel
radyasyon uygulanan hastalarin %17 ile %42’sinde sitriktiir olusumu gosterilmistir
(61,62).

Bag ve boyuna radyoterapi almis hastalarin sagkalim oram giderek arttigindan,
ozefageal sitriktiir gibi geg yan etkilerin incelenip tedavi edilmesi biiyiik bir klinik 6nem
tagimaktadir. Geleneksel radyoterapide proksimal ozefagusun korunmasi miimkiin
oldugu durumlarda yapilmaldir. Gelecekte diisiinillen yogunluk-ayarli radyasyon
tedavisi, hedeflenen bélgenin ¢evresindeki sensitif organlarin daha diisiik dozlara maruz
kalmasim saglayacak bir yoldur. Bilgilerimize gore ozefageal giriste radyoterapotik
hasarin risk faktorleriyle ilgili belirgin fikir birligi gostermeyen birkag rapor da vardir

(99). Baz1 yazarlar radyoterapi ile birlikte kemoterapi kullanimimin 6zefagusta kronik
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radyasyon hasari riskini artirdigini rapor etmislerdir (62,100). Hastalar1 6zefageal hasara
egilimli hale getiren bagka bir faktoriin de kserostomi oldugu rapor edilmistir (101).
Laurell ve arkadaslar1 (99) yaptiklar1 ¢alismada radyoterapi bitimiyle sitriktiir tamisi
arasindaki zaman araligim 1-60 ay (ortalama 6 ay) olarak bildirmislerdir. Ayrica iist
0zefagus normal dokusunda radyoterapinin uzun dénem sonuglar1 agisindan kisiler
arasinda farklilik oldugunu gostermislerdir. Diger istenmeyen reaksiyonlarin ¢ogu da
g6z oOniine alindiginda bu farklihgm tam olarak doza mu bagl oldugu veya hastamn
radyasyona duyarlilig: sonucu mu gelistigi agik degildir.

Biz ¢alismamizda ratlarda bas ve boyun bélgesine uygulanan 18 Gy radyoterapi
sonrasi hipofarenks ve iist 6zefagusta olusabilecek fibrozisi gostermeyi ve olusabilecek
fibrozisi engelleyebilecek tedavi alternatiflerini incelemeyi amagladik. Bizim
¢aligmamizda rat modelini segmemizin nedeni ise ratlarin bu alanda yaygin olarak
kullamilan bir deney hayvam olmasidir. Insanlardaki klinik radyasyonun hayvanlardaki
tek doz radyasyonla aym etkilere sahip oldugu gosterilmistir (102). Ratlarda radyasyon
uygulanmasimn geg etkileri ilk olarak 1957’de rapor edilmis fakat bu durum detayl
olarak galisgitlmamis ve belirsiz olarak kalmigtir (103). Elde edilen veriler rat modelinde
bag ve boyuna radyoterapi uygulanmasi sonrasinda onemli yan etkiler gelistigini
gostermektedir. Radyasyonun etkisi doza bagimlidir ve genellikle hayvan 6limiiyle
sonuglanan genel durumdaki uzun siireli ve kronik bir bozukluk ile kendini gosterir.
Disfaji ve immiin yetmezlik gibi iki major karakteristigi iceren gecikmeli bu durumun
altinda yatan esas mekanizma su anda bilinmemektedir (102). Radyasyon sonrasi kisa
donemde gelisen (ilk 2 hafta) disfajiye daha 6nceden de rapor edilmis olan radyasyona
bagh orofarengeal mukozit ataklarinin neden oldugu diistiniilmiistiir (75,104). Nagler
ve arkadaslari (2) ratlarda doza bagh gida aliminin azalmasina neden olan mekanizmay1
ortaya ¢itkarmak igin hayvanlarmn lingual papillerinde ve tad almadaki anormalliklerini
ongoren bir hipotezi incelemisler fakat bunu gstermekte basarisiz olmuslardir. Ortaya
¢ikan bagka bir hipotezde disfaji icin bilinen bir etyoloji olan tiikriik fonksiyonundaki
belirgin azalmanin gida aliminda azalmaya yol agmasidir. Bununla beraber radyasyon
uygulamasi sonrasi ge¢ donemde ortaya ¢ikan disfajinin nedeni tam olarak ortaya
konulamamugtir (1,105,106). Buradan yola ¢ikarak biz galismamizda ge¢ donemde
ortaya ¢ikan bu disfajinin nedeni olarak hipofarenks ve proksimal 6zefagusta meydana
gelen sitriktiiriin etkili oldugunu diistindiik. Deneysel olarak bas ve boyun bolgesine
radyasyon uygulanmug ratlarda bu sitriktiirii dnlemeye yonelik etkin olabilecegini

diistindiigtimiiz halofuginon ve metilprednizolonu kullandik.
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Daha 6nceden halofuginonun tip-1 kollajen ve metalloproteinaz sentezini inhibe
ettii gosterilmigtir (107). Son zamanlarda halofuginonun sklerodermal: gergin cilde
sahip fare modelinde (108) ve tioasetamide bagl karaciger fibrozis modelinde (66)
fibrozisi azalttig1 da gosterilmistir. Xavier ve arkadaslan (5) TGF-B1 sinyal olusumunun
halofuginon ile inhibisyonunun molekiiler mekanizmalar1 hakkinda yeni goriisler ortaya
koymus ve halofuginonun bir farede radyasyona bagh fibrozis/kontraksiyonu azalttigim
gostermiglerdir. Bu ¢aligmadaki sonuglar, 1 ile 5 pg/giin arasindaki halofuginon
dozlarimn radyasyona bagli hasar1 azalttigin1 gdstermistir.

Halofuginonun invitro olarak 10° M konsantrasyonlarda dahi kollajen tip-1
tiretimini inhibe edebildigi gosterilmistir (107). Halofuginon nedeniyle azalan kollajen
sentezi birkag faktore baglanabilir: Birincisi, fibroblast proliferasyonunun inhibisyonu;
ikincisi, genis ¢apli protein sentezinin ighibisyonu ve {igiinciisii ise tip 1 kollajen sentezi
tizerine selektif inhibitdr bir etkidir (108). Elde edilen verilerle uyumlu olarak
fibroblast kiiltiirlerinde halofuginonun tip 1 kollajen sentezini inhibe ettigi gosterilmistir
(107). Normal fibroblastlara gore gergin ciltlerde inhibitor etkinin daha giiclii olmasi
onemli bir olaydir. Bu durum bilinmeyen bir mekanizmayla halofuginona karsi bazi
farkli duyarliliklarin olmasidir. Bunlar fibroblastlarin aktivite derecesi, genetik faktorler
veya her ikisiyle ilgili olabilir (108). Halofuginon uygulamasindan 2 saat sonra
halofuginonun kollajen tip 1 mRNA’y1 azaltti§1 rapor edilmistir (75).

Kortikosteroidler antienflamatuar ve immiinsiipressif etkileri nedeniyle birgok
hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullamlmaktadlr. Kortikosteroidler enzim sentez ve
aktivitesi, membran permeabilitesi, transport islemi ve yapisim etkileyerek ve yara
bolgesindeki makrofajlardan hasara bagh biiylime faktorleri ve sitokinlerin salimmim
engelleyerek bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkiler (109). Steroidler yara kontraksiyonunu
geciktirerek  epitelizasyon olusumunu zayiflatirlar  (110). Bununla beraber
kortikosteroidler fibroblast proliferasyonunu, matriks sentezini ve anjiogenezisi de
inhibe ederler. Gecikmis iyilesmenin diger bir 6nemli nedeni de azalmis biyosentez ve
kollajenin ¢aprazlagmasina neden olan kollajen tip-1 mRNA ifadesinin inhibisyonudur
(111). Metilprednizolon &ncelikle erken dénemde ddem, fibrin birikimi ve kapiller
damarlarin dilatasyonunu o6nlerken daha sonraki evrelerde kapiller damarlarin ve
fibroblastlarin proliferasyonunu, kollajen birikimini ve skar olusumunu inhibe ederler
(85,87).

Nagler ve arkadaglari (102) ratlardan olusturduklari bes ayn grupta bas ve boyun
bdlgesine sirayla 2.5, 5, 7.5, 10 ve 15 Gy radyasyon uygulamislardir. Ug aylik periyotta
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kontrol grubu ve radyasyon uygulanmis tiim gruplarda devamli bir kilo kazanci
oldugunu gostermislerdir. Sadece 15 Gy alan grupta radyasyon sonrasi bir haftalik
siirede kilo kayb1 olmustur ve daha sonra bu grup ta tekrar kilo artis1 gostermistir. Ug
aydan sonra 15 Gy ve 6 aydan sonra 10 Gy radyasyon alan grup kilo kaybetmeye
baglamistir. Caligma boyunca radyasyon dozuna bagh agirhklarda azalma etkisi
gozlemislerdir. Bizim galiyjmamizda, bas ve boyun bolgesine radyasyon verildikten
sonra rat aglrhklanndzi geg donemde olugan azalma g6z 6niine alindiginda, sonuglarimiz
1967°de Moiser ve Jansons’in (97) rapor ettigiyle olduk¢a benzerdi. Bununla beraber
bizim tammladigimiz olay daha az kronik karakteristiklere sahiptir ve daha kisa
sirelidir. Moiser (97), radyasyon uygulanmis hayvanlarin sag kalim oraninin 13-14 Gy
sonrasi altinc1 ayda eslik eden hem anemi hemde septisemi nedeniyle %0’a kadar
diistliglinii rapor etmistir. Caligmamizda ii¢ aylik takip sonunda kontrol grubunda
%15,4’lik bir agirhk artist olurken radyasyon grubunda %3,7’lik bir agirlik kayb
oldugu goriildii. Halofuginon grubunda da %4’liik bir artig olmasina ragmen bu artis
anlamlh degildi (p>0.05). Steroid grubunda agirlik kaybi anlamliydi (p<0.05) ve bu
kayipla beraber kaybedilen denek sayisi da diger gruplara kiyasla fazlaydi. Bu kayip
ozellikle steroid grubundaki hayvanlarda steroid kullammi sonrasinda enfeksiyon
sikliginin artmasina baglanabilir.

Eliashar ve arkadaslar1 (112) kdpekler iizerinde yaptiklar ¢alismada trakeada
subglottik stenoz olusturarak uygulamanin 3 giin 6ncesinden baslayarak 24 giin siireyle
40 pg/kg oral halofuginon tedavisi baslamiglardir. 3 ay sonundaki degerlendirmede
kontrol grubuyla karsilastirilan halofuginon grubunda neredeyse tamamen normal bir
yap1 goriiliirken plaseboyla tedavi edilen kontrol grubunda ortalama %72 oraninda bir
subglottik stenoz gostermislerdir. Ayrica invitro olarak inceledikleri insan fibroblast
kiiltiirlerinde mitomisin %60 oraninda fibroblast biiyiimesini dnlerken halofuginon i¢in
bu oraninin %75 oldugunu rapor etmislerdir.

Ertugrul ve arkadaglar1 (113) ratlarda subglottik bélgeyi travmatize ederek bir
gruba 30 giin boyunca intraperitoneal 0,1 mg/kg/giin halofuginon uygulamislar ve diger
grubu kontrol grubu olarak takip etmislerdir. Bu siirenin sonunda  halofuginon ile
tedavi edilen ratlarin subglottik bolgesinde yapilan histopatolojik incelemede kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde fibrozis gelisiminin az oldugunu
bulmuslardir.

Xavier ve arkadaglar1 (5§) C3H/Hen farelerde iyonize radyasyon (tek doz 35

Gy) kullanarak arka bacak kontraksiyonu olusturmuslar ve daha sonra bu deneklerde
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halofuginonun (intraperitoneal 1, 2.5, 5 pg/fare/giin) etkinligini arastirmiglardir.
Sonugta halofuginon tedavisinin radyasyona bagh fibrozisi énemli oranda azalttigim
gostermislerdir. Diger taraftan Boukthir ve arkadaglari (88) kazara koroziv madde igimi
sonrasi olusan Ozefageal yamiklarda yitksek doz (1g/1.73m%/giin) metilprednizolon
tedavisinin etkinligini aragtirmistir. Yirmiti¢ ¢ocuk iizerinde yiiriitillen bu ¢aliymada
yiiksek doz steroidin ikinci. dereceden ozefajitlerde prognozu iyilestirdigi ve 6zefageal
sitriktiirti onleyebildigi goriilmiistiir. Salmela (114), ratlarda yara modeli olarak viskoz
seliiloz sponjeller kullanarak olusturulan graniilasyon dokusu gelisimi iizerine sistemik
olarak uygulanan metilprednizolon ve hidrokortizonun etkilerini arastirmistir. Sonug
olarak metiprednizolon tedavisinin {i¢ haftalik takip déneminde kollajen iceriginde
anlamhi azalmaya neden oldugunu gostermislerdir (p<0.05). Holund ve arkadaslari
(115) ise ratlarda yine visk6z sellilloz sponjel ile graniilasyon olusturarak D-
penisillamin ve metilprednizolonun graniilasyon dokusu olusumu iizerine etkilerini
araagtirmiglardir. Sonugta 0,2 mg, 2,0 mg ve 5,0 mg/kg/gin’lik metilprednizolon
tedavisinin graniilasyon dokusu biiytimesinde doza bagh bir gerilemeye ve fibroblast ile
kollajen fiberleri sayisinda azalmaya sebep oldugunu bildirmislerdir.

Ward ve arkadaslar1 (116) bilateral radyasyona bagl akciger hastalig
olusturduklar1 rat modelinde kortikosteroidlerin etkilerini galismislardir. Radyasyon
verildikten sonra (protokol 1), 3 ve 4 hafta boyunca iki giinde bir (protokol 2) ve 3 ile 8
hafta boyunca haftada ii¢ kez (protokol 3) intraperitoneal kortikosteroid
uygulamislardir. Bu ¢alismada radyasyona bagli doku mast hiicre cevabinin azaldigim
20. haftada ise radyasyon fibrozisinin azalmadigim gérmiislerdir.

Calismamizda yapilan 1s1k mikroskobik incelemede kontrol ve halofuginon
grubunda fibrozise rastlanmadi. Bununla beraber radyasyon grubunda anlamli oranda
fibrozis oldugu goriildii (p<0.05). Steroid grubunda ise sadece iki denekte hafif
derecede fibrozis olugmustu fakat kontrol grubuyla karsilastinldiginda bu durum
anlamli  degildi (p>0.05). Literatirle uyumlu olarak radyasyon grubuyla
kargilagtinldifinda halofuginonun radyasyona bagl fibrozis olusumunu 6nledigi
goriildii. Bununla beraber steroid grubunda da radyasyon grubuyla karsilastirildiginda
fibrozisin anlaml1 derecede azalmigti (p<0.05).

Kollajenler bir grup konnektif doku proteini olarak viicutta yaygin bir dagilima
sahiptirler. Hidroksiprolin dokularda bulunan bir aminoasittir ve neredeyse sadece
kollajende yer alir. Bu proteinin biyosentezi iizerine yapilan ¢aligmalar, kollajendeki

hidroksiprolinin kollajen ve prekollajenin biiyiik polipeptid prekiirsorlerindeki prolinin
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hidroksilasyonu sonucu olustugu gosterilmistir (117). Hidroksiprolinin kollajende ¢ok
olarak Bulunmam, onu kollajen igerigine bagh yiiriitilen ¢alismalarda dogal bir
biyokimyasal gosterge haline getirmistir (118).

Followill ve arkadaslar1 (119) fare kolonuna radyasyon uygulamas: sonrasinda
olusan fibrozisin patogenezini incelemislerdir. 2,5 cm’lik distal kolon kismina tek doz
27 Gy veya iki esit doz seklinde 14,75 Gy radyasyon uygulamislardir. Daha sonra
olusah lezyonlarda yapilan hidroksiprolin ve gerginlik kuvveti 6l¢timleri anlamli oranda
artmus kollejen miktarlan ortaya koymustur. Dominguez ve arkadaslar1 (120) ratlarda
radyasyon uygulamasindan sonra intestinal anastomozlar olusturmuslar ve radyasyon
sonras1 degisik zamanlarda anastomoz iyilesmesini degerlendirmek amaciyla yara
gerginlik kuvveti ve doku hidroksiprolin seviyelerini incelemislerdir. Calisma sonunda
radyasyon sonrasi hidroksiprolin igeriginin iki haftaya kadar artig gosterdigi ama bu
durumun gerginlik kuvvetiyle korelasyon gostermedigi bulunmustur.

Ozgelik ve arkadaslar1 (121) rat 6zefagusunda %50 NaOH ile koroziv madde
hasar1 olusturarak 21 giin boyunca giinlik 5 pg/kg intraperitoneal halofuginon
uygulamiglardir. 21. giinde sakrifiye edilen ratlarin dzefaguslarinin fibrozis ve stenoz
indeksi agisindan histopatolojik incelemesi ve 6zefagus doku hidroksiprolin seviyeleri
olgtimii yapilmistir. Halofuginon grubunda sitriktiir olusumu ve hidroksiprolin
seviyeleri tedavi verilmeyen kontrol grubuna gére anlaml oranda diisiik bulunmustur.

Giinel ve arkadaglar1 (89) ratlarda %10 Sodyum hidroksit ile 6zefagusta
koroziv madde hasan olusturmustur ve bunlara vit-E (10 mg/kg IM), vit-C (10 mg/kg)
ve metilprednizolon (30 mg/kg IM) ile 5 giinlik tedavi uygulamuglardir. 28 giiniin
sonunda yapilan incelemede vit-E ve metilprednizolon grubunda histopatolojik olarak
submukoza ve tunika muskiilariste kollajen birikiminin daha az oldugu (p<0.05 ve
p<0,01) ve yine bu iki grupta doku hidroksiprolin seviyelerinin (ug/g) daha diisiik
oldugunu gostermislerdir.

Talas ve arkadaslar1 (122) ratlarda trakeal anastomoz olusturarak
kortikosteroidlerin anastomoz iyilesmesi iizerine etkilerini incelemislerdir. Ayrica
vitamin-A kullanarak steroidlerin trakeal anastomozlarda olusturdugu istenmeyen
etkilerin Oniine gegip gegmedigine bakmiglardir. Sonu¢ olarak steroid kullamilan
anastomoz grubunda ilag kullamlmayan anastomoz grubuna gére hidroksiprolin
seviyelerinin diigiik fakat bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigini, anastomoz

yapilmayan grupla benzer oldugunu bulmuslardir.
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Calismamizda her grupta doku hidroksiprolin miktarlan olgiildii. En diisiik
hidroksiprolin degeri ortalama 0,781 + 0,126 pg/mg ile kontrol grubunda dlgiiliirken en
yiiksek deger 2,108 + 0,950 pg/mg ile radyasyon grubunda idi. Bu iki grup birbiriyle
kargilagtinnldiginda aradaki fark istatistiksel olarak’ anlamliydi (p<0.05). Sirasiyla
halofuginon ve steroid grubundaki hidroksiprolin degerleri (1,329 + 0,318 pg/mg ve
1,080 = 0,202 pg/mg) radyasyon grubuyla karsilastirildiginda anlamli oranda azalmigt1
(p<0.05). Fakat steroid ve halofuginon gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlaml degildi (p>0.05). Radyasyon grubundaki hidroksiprolin miktar1 yine bu gruptaki
fibrozis ol¢iimiiyle paralel olarak bir artiy gostermisti. Gruplar aras1 6zefagus stenoz
indeksi a¢isindan en diistik stenoz indeks degeri kontrol grubunda, en yiiksek deger ise
radyasyon grubunda idi. Iki grup arasindaki fark anlamli degildi (p>0,05). Kontrol
grubundan sonra en diisiik stenoz indeksi halofuginon grubunda idi ve bunu steroid
grubu takip ediyordu. Steroid ve halofuginon gruplari arasinda stenoz indeksi agisindan
istatistiksel fark saptanmadi (p>0.05). Steroid grubundaki agirlik kaybi gz oniine
alindiginda bu kayip stenoz indeksi ile korele degildi ve muhtemelen bu durum
Ozefageal fibrozisten bagimsiz gelismisti.

Atrofi, nekroz, metaplazi, hiicresel atipi, displazi ve neoplazi radyoterapi
sonras1 gelisen epitelyal ve parenkimal lezyonlardir. Endotelyal hiicrelerde hasar
olugsmasina bagh siklikla vaskiiler lezyonlar meydana gelir . En sik kiiclik damarlar
(kapiller ve siinizoidal damarlar) etkileyerek bu damarlarda riiptiir ve tromboz meydana
getirirler. Orta biiyiikliikteki damarlarda neointimal proliferasyon, fibrinoid nekroz,
tromboz  geligtirirler. Biiylik damarlardaki hasar daha nadirdir (32). Girinsky ve
arkadaslar1 (123) deneysel ve klinik raporlar ile makalelerden elde ettikleri verileri
incelediklerinde iyonize radyasyon tedavilerinin ciddi ge¢ donem vaskiiler yan etkilere
yolagabildiklerini ortaya koymuslardir. Fajardo ve arkadaslan (32) diger radyasyona
baglh lezyonlar gibi damarlardaki morfolojinin spesifik olmadigim fakat siklikla
taniabilecek kadar karakteristik oldugunu bildirmislerdir. Ruifork ve arkadaslar1 (37)
rat servikal spinal korduna uygulanan 21,5 Gy radyasyon sonrasi histopatolojik
degisiklikleri incelemislerdir. Radyasyondan 10 hafta sonra parezi gelisen hayvanlarda
belirgin damarsal degisiklikler gormiislerdir. Bazi ratlarda ise radyasyon uyguladiktan
alt1 ay sonra vaskiiler nekroz meydana gelmistir.

Schultze-Mosgau ve arkadaslar1 (77) ratlarda boyun bélgesine toplam 30 ve 50
Gy radyasyon uygulayarak dort hafta sonra bu alana serbest grasilis miyokiitandz flep

getirmiglerdir. Daha sonra bu bolgedeki vaskiilarizasyonu incelemislerdir. Hem 30
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hemde 50 Gy radyasyon sonrasi radyasyon uygulanmis greft yataginda vaskiilarizasyon
ve ortalama kapiller limende anlamli bir diigme bulmuglardir. Radyasyon almig
hayvanlarda diizenli epitelyal yapida bir kayip ve atipik epitelyal hiicrelerin oldugu
gorillmiigtiir. Bunun bir nedeni de patolojik olarak degismis, genislemis epitelyal
hiicrelere ve apopitozise neden olan son derece azalmig mitotik aktivite olabilir (124).
Caliymamizda proksimal o6zefagustan alinan kesitlerde degerlendirilen
vaskiilarizasyon biitiin gruplarda benzerlik gosterdi. Radyasyon sonras: fibrinoid nekroz
ve okliizyona bagli vaskiilarizasyonun azalmasi beklenirken gruplar arasinda anlaml bir
fark yoktu (p>0.05). Epitelyal atipiye kontrol grubunda rastlanmaz iken radyasyon
grubunda anlamli oranda epitelyal atipi mevcuttu (p<0.05). Halofuginon ve steroid
grubunda sadece birer denekte hafif epitelyal atipi mevcuttu. Bu durum istatistiksel
olarak anlamli degildi (P>0.05). Higbir denekte nekroza rastlanmadi. Halofuginon ve
steroid deneklerde epitelyal atipiyi anlamli oranda azaltmist1 (p>0.05). Halofuginonun
normal dokularda hiicre seviyesinde radyasyona bagh hasan azalttigi ve antitiimor
etkileri oldugu bilinmektedir fakat bu olay steroid igin beklenmeyen bir durumdur.
Sonug olarak ratlarda bag ve boyun bolgesine uygulanan 18 Gy radyasyon
hipofarenks ve proksimal Gzefagusta fibrozis olusturdu fakat bu durum sitriktiir
olusturacak derecede yogun degildi. Bunun sebebi ratlardaki hipofarenks ve 6zefagusun
insanlardaki kadar radyasyona duyarli olmamasi olabilir. Ratlarda bas ve boyun
bolgesine uygulanacak daha yiiksek dozlardaki radyasyon ve daha uzun siireli takip bu
karakteristiklerin daha belirgin meydana gelmesini saglayabilir. Radyasyon sonrasi
uygulanan halofuginon ve steroid fibrozis olusumunu azaltirken bu olay halofuginonda
daha belirgindi. Ayrica steroidin diger sistemik yan etkileri de goz oniine alindiginda
halofuginonun radyaterapiye bagh fibrozisi 6nlemede giivenle kullamlabilecek bir ilag
oldugu goriilmektedir. Bu sayede ozellikle bag ve boyun bolgesine radyoterapi
uygulanan hastalarda hipofarenks ve proksimal $zefagusta meydana gelecek sitriktiiler

onlenerek hastalarin hayat kalitesi korunmus olabilir.
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