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SIMGE VE KISALTMALAR

BOS Beyin Omurilik Sivist

CAT Katalaz

DNA Deoksiribo Niikleik Asit

EM Elektromanyetik

eV Elektron Volt

GSH Glutatyon

G6PD Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz

GSH-Px Glutatyon Peroksidaz
GSH-Rd Glutatyon Rediiktaz
HIOMT Hidroksiindol-O-metiltransferaz

kDa Kilo Dalton

MDA Melondialdehit

ms Mili-saniye

NAT N-Asetil Transferaz

NBT Nitrobluetetrazolium

NE Norepinefrin

PVN Paraventrikiiler Niikleus

RH Retinohipotalamik

RNA Ribo Niikleik Asit

RNT Reaktif Nitrojen Tiirleri
ROT Reaktif Oksijen Tiirleri

SCG Stiperiyor Servikal Ganglion
SCN Suprakiyazmatik Niikleus
SOD Stiperoksit Dismutaz

TAK Total Antioksidan Kapasite
TBARS Thibabarbutiric Acid Reactive Substances

TOK Total Oksidan Kapasite



GIRIS VE AMAC

Hiicrelerde, organizmadaki oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlart sonucu olusan
endojen ve aralarinda stres, viriis, iyonizan radyasyon, demir, bakir, kadmiyum vb. metal
iyonlarmin bulundugu ekzojen kaynakli etmenlere bagh olarak serbest radikaller olusurlar.
Endojen ve ekzojen kaynakli etmenlere bagl olarak olusan serbest radikaller toksikolojik
agidan 6nemlidir. Iyonlastirici (iyonizan) radyasyonun hiicrelerdeki etkisini i¢inden gegtikleri
maddelerde iyon gifti olusturarak gosterir ve bdylece iyonizasyon meydana gelir. Iyonizan
radyasyonun canlida olusturdugu hasar genellikle suyun iyonlagmasiyla olusan serbest
radikallerin etkisiyle olabildigi gibi (indirekt etki), deoksiribo niikleik asidi (DNA) de
dogrudan zarar verebilir (direkt etki). Serbest radikaller niikleik asitlerle birleserek mutasyona
neden olur ya da hiicre Sliimiinii indiikleyen otokatalitik reaksiyonlar1 baslatir. Iyonizan
radyasyon DNA, niikleus ve sitoplazmada hasarlar yaratir, mitozu engeller ve hiicreler arasi
iletisim bozukluguna neden olur (1,2).

Amifostin (ethyol, etanetiyol, 2-[(3-aminopropil)]- dihidrojen fosfat(ester), WR-2721),
organik tiyofosfat yapisina sahiptir. Radyoterapi veya kemoterapi dncesi kullanilan amifostin
timor dokularindan daha fazla miktarda normal dokularda bulunan alkalen fosfataz ile
defosforile olarak aktif metaboliti olan tiyole doniisiir. Kanser tedavisinde uygulanan
radyoterapi ve kemaoterapdtik bir ajan olan sisplatinin etkilerine karsi, normal doku
hiicrelerini kanser hiicrelerinden daha fazla koruma yetenegine sahiptir. Amifostin;
radyoprotektif etkisini ortama hidrojen vermesi sayesinde, isinlama sonucu olusan olusan

serbest radikalleri temizleyerek (dolaysiyla serbest radikallerin olusturdugu DNA hasarini



azaltarak) gosterir (3-5).Melatonin sentezinde baslangic madde pineal bez tarafindan
plazmadan alinan triptofandir. Melatoninin direkt serbest radikal temizleyicisi 6zelligine ek
olarak, dolayli yoldan antioksidan 6zelligi de bulunmaktadir. Dolayli yoldan serbest radikal
biyomolekiillerinin olusmasindan sorumlu olan hidroksil radikalini (OH") etkisiz hale getiren
antioksidan bir 6zeligi de tasimasindan, dolay1 bilinen tiim antioksidanlardan daha giigliidiir.
Enzimatik olmayan ve giiclii bir antioksidan olan bu hormon, hiicrelerdeki biyomolekiillerde
olusan oksidatif hasarin dnlenmesinde ¢ok énemli bir rol oynar. Melatonin hem lipofilik hem
de hidrofilik 6zellige sahip olmasindan dolay1 viicudun her hiicresine girebilme yetenegine
sahiptir. Bu sayede DNA, mebran lipitlerini ve sitozolii korumaktadir (6,7).

Eser elementler organizmada c¢esitli biyolojik olaylarin regiilasyonunda gerekli olan
maddelerdir. Baglanma bdlgeleri i¢cin metalloprotein ve diger proteinlerle rekabet eder, onlar1
aktive eder ya da enzim reaksiyonlarin1 durdurur. Hiicre zar1 gecirgenligini modiile eder, gen
ekspresyonunu diizenler, elektron tasimaya, hormon ve vitamin sentezine katilir (8-10).

Ratlar {izerinde yaptigimiz bu ¢aligmada iyonizan radyasyonun dokularda olusturdugu
oksidatif hasara karsi bir hormon olan melatonin ile bir radyoprotektor ajan olan amifostinin
koruyucu etkisini; total antioksidan kapasite, total oksidan kapasite ve eser element (demir,
bakir, ¢inko, selenyum) diizeylerindeki degisim tizerinden arastirdik. Ayrica bu ¢alismamizda
radyoterapi ile birlikte melatonin ve amifostin kullaniminin gesitli organlardaki koruyucu
etkisini belirleyerek; melatonin ve amifostin ile yapilacak klinik ¢alismalara katki saglamay1

amagcladik.



GENEL BIiLGILER

RADYASYON

Radyasyon, radyoaktif atom c¢ekirdeklerinin kararli hale gegebilmek i¢in disari
yaydiklar1 hizli pargaciklara ve elektromanyetik dalgalara (EM) verilen addir. Radyasyon
kaynaklar1 dogal ve yapay olmak iizere iki gruba ayrilir. Giiniimiizde radyoaktif maddeler

disinda radyasyonun elde edildigi rontgen tiipleri ve atom alt1 parcacik (elektron, proton)
hizlandiricilart mevcuttur (11-13).

Diyan [ & ] H H
atmosferinden
geeepirm? \/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/WW
Isinim Tipi Radyo Mikrodalga Kizilotesi Gorunur isik Morotesi X isim Gama isini
Dalgaboyu (m) 10° 1072 107° 0.5x10°° 1078 1070 10712
Dalgaboyunun 4 (i‘
yaklasik olcegi = % .&
Binalar Insanlar Kelebekler igne ucu Tek hucreliler Molekduller Atomlar Atom cekirdegi
10* 108 102 10'% 10'® 10™8 10%°

Sekil 1. Elektromanyetik spektrum (13)
Elektromanyetik radyasyonlar enerjisine gore iyonizan ve iyonizan olmayan (non
Iyonizan) olarak iki gruba ayrilir.
Iyonizan Olmayan Radyasyon
Kiitlesiz, EM dalga seklinde olan radyasyondur. Radyo dalgalari, mikrodalga, radar,

kizilotesi 1sinlar, goriiniir 151k, mor Otesi 151k, ve ultraviyole 1sinlar1 bu gruba girmektedir
(11,14,15).



Iyonizan Radyasyon

Atom veya molekiillerden elektron koparabilecek kadar yiiksek enerji seviyesine sahip
X ve gamma 1sinlan ile parcacik radyasyonlarina iyonize edici radyasyon denir. 10 eV
tizerindeki EM dalgalar kisa dalga boylar1 ve yliksek frekanslar1 sayesinde iyonizasyon
yaparlar. Bunlardan gamma 1sinlar1 radyoaktif maddelerden yayinlanirken, X 1sinlar1 rontgen
tiplerinden ya da diger elektron hizlandirici cihazlardan cesitli enerji seviyelerinde elde
edilebilir. Iyonizan radyasyon biyolojik bir sisteme enerjisini aktardiginda, ortamdaki
atomlarla etkileserek elektron koparirlar (iyonlagsma) veya etkilestikleri atomlarin
elektronlarii daha yiiksek enerji seviyesine ¢ikartirlar (uyarilma) (11-15). Calismamizda
kullanilan Kobalt-60 cihaz1 1.25 MV enerji seviyesinde gamma 1s1n1 iiretmektedir.

IYONIZAN RADYASYONUN HUCREDEKI ETKI MEKANIZMASI

Iyonizan radyasyonlarin canlida bir biyolojik etkiye yol acabilmesi igin radyasyon
enerjisinin canliyr olusturan hiicreler ve dokular tarafindan absorbe edilmesi gerekir
(radyokimyasal etki) (11,16). Iyonizan radyasyonun canlida yol a¢tig1 etki direkt ve indirekt
(dolayl1) etki olmak iizere ikiye ayrilir. Klinikte uygulanan diisiik fraksiyon dozlarindaki
radyasyonla (radyoterapi) hedeflenen, saglam hiicrelerde direkt oliime yol acacak dozlara
¢ikmadan hiicre ¢ogalmasinin (dolaysiyla kanserin) oniline gececek sekilde (cogalmayi
diizenleyen) DNA’da birikici sublethal hasarlar olusturmaktir. Eger radyasyon hedef molekiil
olan DNA tarafindan absorblaniyorsa tek veya ¢ift zincir kiri§i meydana gelir ve buna direkt
etki denir. Radyasyonun DNA {izerindeki etkisinin {igte biri direkt etki ile olusur. Eger
radyasyon enerjisi biyolojik sistemdeki diger ortam molekiilleri (6zellikle DNA’ya 20
Angstrom kadar yakin su molekiilleri) tarafindan absorblanarak olusan OH molekiilerinin ve

tiirevlerinin (serbest radikal) olusturduklar1 olumsuz etkiye indirekt etki denir (11,13,16,17).

Ohep Indirekt
D H Indire
F5A T—Sp Btk
s—c¢ :
3—T A—g

Sekil 2. Radyasyonun direkt ve indirekt etkileri (17)
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RADYASYONUN BiYOLOJIK ETKILERI (Genel Tablo)
Radyasyon

Fiziksel olaylar
(iyonlagma, uyarma) <— - - - ATOM DUZEYINDE

Fiziko-Kimyasal olaylar B .
Radikallerin olugumu <«— - MOLEKUL DUZEYINDE

Direkt ve Indirckt Etki

Hiicresel Zarar 4— — - —HUCRE DUZEYINDE
Somatik Hicreler Germ Hiicreleri
Somatik Etki Dl ~ORGAN DUZEYINDE
I
Akut Etki —— - Kronik Etki I
Liisemi Kanser —— — Genetik ELki #
(Mutasyon)
Egik Doz - 50 rem Esik Doz Yok
(Dilgiik Diuzlurda zarar yok) (Dilgiik [l)nwl;nd;l zarar helirsiz)
| |
1 |
I |
Rastgele Olmayan Etki Rastgele Etki
(Doz arttikga zarar artar) (Doz arttikga ctki olasihg artar

ancak zarann ciddiyeti doza bagh degil)

Sekil 3. Radyasyonun biyolojik etkileri (18).

Biyolojik bir ortamdan gegen iyonizan radyasyon etkisini dort evrede gosterir:

1-) Fiziksel evre

2-) Fizikokimyasal evre

3-) Biyokimyasal evre

4-) Biyolojik evre

Fiziksel evre: Bu evre; iyonizan radyasyonun ile hiicrenin bir atom ve molekiili
arasindaki ilk etkilesim olarak tanimlanir. Maddeye aktarilan radyasyon enerjisi ile maddenin
molekiillerinde iyonlagsma ya da uyarilma olusur. Bu iyonlasma olayr sonucunda olusan
serbest elektronlar ¢evredeki atomlarda da iyonlagsmaya yol acar. Bu olay sonucunda
zincirleme bir reaksiyon meydana gelir. Reaksiyonlarin basinda olusan {irlinler son derece
kararsizdirlar ve kisa siire i¢cinde sekonder reaksiyonlarin olusmasina yol agarlar. Bu evre 10°
12 jle 10 saniye siirer.

Fizikokimyasal evre: Sekonder reaksiyonlarin meydana geldigi kademedir.
Iyonizasyon ve eksitasyon, canli dokulardaki su ve baska molekiillerle etkilesim sonucu
serbest radikaller olusur. Cok reaktif yapida olan bu serbest radikaller. hem kendileri hem de
ortamdaki diger molekiillerle etkileserek reaksiyona girerler. Bu evre radyasyon enerjisinin

etkilesmesinden sonraki 1 ms i¢inde tamamlanirlar.
5



Biyokimyasal evre: Bu kademede serbest radikallerin en dis yoriingelerindeki
eslesmemis elektronlarin diger molekiillerdeki dis yoriinge elektronlar: ile eslesmesiyle yeni
kararli molekiiller meydana gelir. Bu evre ortamda hasarlara yol agan enzim reaksiyonlariyla
baslar. DNA molekiilii zarar gorebilir. DNA’da olusan bu hasarlarin bir kismi onarilabilirken
bir kismi onarilamaz ve sonugta bu hasarlardan dolayr hiicre olimii gerceklesitr. Ayni
zamanda radyasyon canlida genetik bozukluklar ve kanser gibi zararl etkiler de olusturur.

Biyolojik evre: Hiicre 6limii, genetik mutasyonlar, normal dokularda erken ve ge¢
etkilerin olusumu, rayoterapi ile timor kontrolii ve sekonder kanser olusumu gibi, radyasyon
etkilerininin ortaya c¢iktig1 evredir. Isinlamadan sonraki saatler iginde goriilmeye baslayarak

yillar boyu siirer (11,17,18).

Tek zincir kirilmasi

DNA-protein gapraz baglanma

Baz hasari Cift zincir kirilmasi

Denatiirasyon
Tek zincirde gapraz baglanma
Cift zincirde gapraz baglanma

Sekil 4. Radyasyonun etkisi ile DNA’da olusabilecek hasarlar (17).

Eksojen kaynakli iyonlastrici radyasyon canlida hiicrelerde serbest radikallerin
olusmasina neden oldugu bilinmektedir. Iyonizan radyasyonun biitiin sekilleri hiicrelerdeki
etkilerini etkilestikleri atomda iyonizasyon meydana getirerek gdsterir. Iyonizan radyasyon
doku iginden gegerken Once kimyasal reaksiyonlarin ve daha sonra fiziksel reaksiyonlarin
baslamasina neden olurlar. Iyonizan radyasyon canli yapidan gecerken sahip olduklar:
enerjilerini aktarirlar. Bu enerji, hiicre ve doku igerisinde eksitasyon ve iyonizasyona yol agar.
Eger radyasyon enerjisi, 0 maddeyi olusturan atomlardan elektron koparacak kadar ytiksek
degilse, atomun orbitlalerinde bulunan elektronlarin daha yiikksek enerji diizeyindeki
yoriingelere gegmelerine yol acar. Bu olaya da uyarilma (eksitasyon) adi verilir. Elektronlar
ve protonlar gibi elektrik yiiklii pargaciklar sahip olduklari enerji yeterli ise direkt olarak
iyonizasyona yol agarlar. Bu enerjileri ile maddede de kimyasal baglar1 koparabilirler. EM

isinlar (X ve gamma) ve notronlar ise genelde indirekt olarak iyonizasyon yaparlar. Diger bir
6



deyisle direkt iyonizasyona neden olan yiiksek kinetik enerjili yiiklii parcaciklari (elektron ve
proton) bulunduklar1 atomlardan kopararak indirekt iyonizasyon olustururlar (11,19,20). X ve
gamma 1sinlart etkilestikleri atomdan elektronlar kopartarak, nétronlar ise emildikleri
maddedeki atomlarin gekirdekleriyle etkileserek kinetik enerjilerini protonlara aktararak
cekirdekten firlatilmalarina ve dolayli yoldan iyonizasyona neden olurlar. Iyonizan
radyasyonlar etkiledikleri madde iginde veya gectikleri dokularda birgok iyon ¢ifti olusturur.
Olusan bu iyon ¢iftleri de hiicrede molekiiler seviyede DNA ve hiicrenin diger énemli
yapitaglar1 ile kimyasal reaksiyonlara girerek hasar olusturabilirler (11,19). Iyonizan
radyasyonun olusturdugu hasar genellikle suyun iyonlasmasiyla olusan serbest radikallerin
etkisiyle olabildigi gibi (indirekt etki), DNA'y1 dogrudan da zarar verebilir (direkt etki).
Serbest radikaller hiicre membranlar1 ve niikleik asitlere zarar vermesi sonucunda mutasyon
ya da hiicre 6liimiiniin ger¢eklesmesine neden olan otokatalitik reaksiyonu baslatirlar (17).
Iyonizan radyasyon DNA, niikleus ve sitoplazmada onemli degisikliklere yol agar,
kromatinlerde hasar olusturur, mitozu etkiler ve hiicreler arasi iletisim bozukluguna neden
olur. (11,17-20).

Radyasyon sonras1 hiicrede olusabilecek ii¢ tiir hasar vardir:

1- Letal hasar; onarilamayacak kadar biiyiik olup, hiicreyi hemen 6liime gotiiriir.

2- Subletal hasar; tek bagina Oliimciil degildir, uygun kosullarda onarilmasi
miimkiindiir.

3- Potansiyel letal hasar: Eger hiicre boliinmesi kisa bir slirede meydana gelirse hasar
oliimciildiir ancak boliinme gecikirse sonug tamir edilebilen hasardir. Bu 6zelliginden dolay1
Iyonize edici radyasyon kanser tedavisinde kullanilmaktadir (11,21-23).

Radyoterapide asil amag, hiicrenin ¢ogalma o6zelligini dururmaktir; ciinkii hiicresel
¢ogalma yetenegi olmayan hiicre 6lii kabul edilir (reprodiiktif 6liim). Bu nedenle klinikte
kullanilan radyasyon dozlari, hiicre membraninda hasar olusturacak veya hiicre organellerine
zarar verecek kadar yiiksek degildir. Farksiyonel olarak verilen diisiik dozlar DNA iizerinde
etkili olmaktadir ve anormal bir sekilde ¢ogalan kanser hiicreleri normal hiicrelere gore 1sin
tedavisinden daha fazla etkilenmektedir. Iyonizan radyasyonun etkisi ile hiicre ¢ekirdeginde
bulunan DNA’nm hasar gérmesi hiicrenin ¢ogalma yetenegini ortadan kaldirir. Iyoniazn
radyasyonun DNA iizerine direkt etkisi ile baz degisiklerine neden olabilir. Ayrica DNA’nin
seker fosfat iskeletinde bag kirilmalarina yol agarak bir¢cok hasar meydana gelir. Diger yandan
iyonizan radyasyon tarafindan hiicre i¢i sividaki suyun iyonizasyonu ile olusan serbest
radikaller de DNA ile reaksiyona girerek indirekt yoldan hasarlara neden olur (1,11,24,25).

DNA’da olusan radyokimyasal hasarlar, tamir enzimleri araciliiyla geri doniistimlii

olarak giderilebilir. Bu geri doniisiim ortamdaki O, konsantrasyonuyla yakidan iliskilidir.
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Oksijen ortamda serbest radikallerin olusumunu pozitif yonde etkileyerek geri doniisiimii
inhibe eder. Olusan hasarlarin tamiri siiresince meydana gelen delesyon, dublikasyon,
translokasyon gibi olaylar da meydana gelen hasarlarin kalici olmasina yol agar.

Uygulanan yiiksek dozdaki radyasyona bagli olarak olusan lipid peroksidasyonu, tiim
biyolojik membranlarda degisime neden olur. Bu siirecte organeller ve tlim hiicre i¢in zarar
verici ve yikici etki olusturur. Sonugta hiicrenin yapisal ve biyokimyasal 6zelliklerinde olusan
kayip, hiicreleri hasara ve o6liime gotiiriir (26). Canlilar % 70-90 oraninda H,O igerdiginden
radyasyon enerjisinin biiyiik bir kism1 H,O molekiillerini iyonlastirir ya da uyarir. Iyonlasma
sonucunda pozitif yiikli bir iyon ve hizli bir serbest elektron olusur. Bu olay1 izleyen gesitli
sekonder reaksiyonlar ile ortamda farkli serbest radikaller olusur. H,O’nun iyonizasyonu ile
olusan OH' gibi serbest radikaller olusur olusan bu serbesst radikaller organik biyolojik
molekiiller (BM) ile reaksiyona girerek, bunlar1 da radikaller haline doniistiirebilirler.

Bu reaksiyonlar sonunda canlida yeni biyoradikaller (B-) olusur ve bu biyoradikaller

DNA ile olusturduklar1 baglar ile hiicre ¢ekirdeginde yer alan DNA’nin biitiinliigiinii bozarlar.

BM + OH — B. + H,O
BM+H. - B.+H;

Bu reaksiyonlarin tiimii, H,O’ un radyasyon enerjisi ile iyonizasyonu sonucu olusan
serbest radikallerin araciligi ile ger¢eklestiginden radyasyonun canlilar iizerindeki indirekt
etkisi olarak nitelendirilir. Radyoterapide kanser tedavisinde kullanilan diisiik lineer enerji
transferi yapan X, gamma ve elektron iginlarinin etkisi daha ¢ok indirekt yolla iken, a
partikiilleri gibi agir partikiillerin etkisi ise yiiksek lineer enerji transferli isinlar olmalari
nedeniyle, daha ¢ok direkt yolla meydana gelir. Bu nedenle agir parcaciklarin etkisi ortamdaki
O, konsantrasyonundan bagimsizdir. Klinikte kullanilan radyasyonla olusan hasarlarin biiyiik
Olctlide indirekt yoldan oldugu bilinmektedir. Subletal hasarlar ile hiicrenin reprodiiktif 6liimii,
letal DNA hasarinin onarilamamasi ise apopitozis ile sonuglanir. Ancak hiicre tamir enzimleri
DNA’da olusan subletal hasarlari onarabilirse hiicre sag kalabilir. Eger bu hasarlar
onarilamazsaDNA’da olusan kalict mutasyonlar her hiicre boliinmesinde gelecek nesillere
aktarilir (1,11,18).

Giintimiizde birgok kaner tiiriinde tedavi olarak ameliyat, kemoterapi ve radyoterapi
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden radyoterapi, anormal ¢ogalma gosteren kanser hiicrelerine
etki ederek onlarin reprodiiktif 6liimlerine neden olur. Ancak radyoterapi uygulanmasi ile
kanser hiicreleri yaninda c¢evredeki saglam hiicreler iizerinde de zararli etkiler olusturur

(1,11,26).



RADYASYONUN HUCRE UZERINDEKI BiYOLOJIK ETKILERI

Radyasyonun, bir molekiile etkisi, molekiiliin dig orbitalindeki elektronlar1 kopararak
molekiilii iyonlastirmaktir. Yiiksek radyasyon dozu (letal doz), DNA zinciri iizerindeki
onarilmasi miimkiin olmayan kiriklar olusturarak hiicre Oliimiine yol agar. Letal dozun
altindaysa hiicre boliinmesi duraklar. Doz diisiikse boliinme bir siire sonra yeniden baslar.
Doz arttik¢a boliinmenin baglama zamani uzar, mitoz sayisi azalir, anormal mitoz sekilleri ve
dejenere hiicreler ortaya ¢ikar (11,27). Radyasyonun hiicreye etkisi iki yolla olur. Birinci etki,
hiicrede su molekiillerinin iyonizasyonu sonucu serbest radikallerin olusmasi ve bunlarin
birlesmesiyle olusan hidrojen peroksitin DNA zincirinde parg¢alanmaya yol agmasidir. Ikinci
etki bi¢imi ise, iyonize edici partikiillerin direkt DNA molekiiliine ¢arpmasi ve onda kopmalar
meydana getirmesidir. Kopma ciddi bir bolgedense hiicre oliir, degilse sakat hiicre tipleri
ortaya ¢ikar (11,12,27). Radyasyonun etkisi hiicre siklus fazina gore farklidir. Mitoz (M) ve
ikinci dinlenme fazi (G2) radyosensitifken, birinci dinlenme (G1) ve sentez (S) fazlan

radyorezistandir (11,28).

Oksidatif Stres

Organizmalarda endojen ve ekzojen kaynakli olarak olusturulan serbest radikaller ve
antioksidan savunma sistemi tarafindan yok edilen molekiillerdir. Oksidatif stresin genel bir
tanimi, prooksidan-antioksidan dengesinin prooksidan yoniine kaymasi sonucu potansiyel
hiicresel hasarlara yol agmasi durumudur. Organizmada olusan serbest radikallere karsilik
antioksidan sistemin olusan bu serbest radikalleri ortadan kaldirmasi ile gergeklesen oksidatif
denge saglandigi zaman organizma serbest radikallerden dolay: zarar gérmez. Oksidatif stres,
serbest radikal olusumunun artmasi veya antioksidan savunma mekanizmasmin serbest
radikalleri ortadan kaldiramamasi oksidatif dengenin serbest radikaller yoniinde artmasi
durumu olarak tamimlanabilir (29). Oksidatif stres ile canlida hiicrede DNA, proteinler,
lipitler, karbonhidratlar ve enzimler zarar goriir. Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri
(ROT); siiperoksit anyonu (O2), hidroksil radikali (OH-), peroksil radikali (ROO--) ve
radikal olmayan hidrojen peroksit (H2O2) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en dnemli

nedenlerini olustururlar (29,30).

Serbest Radikaller
Dis orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis (eslenmemis) -elektron
bulunduran kisa Omiirlii reaktif atom veya molekiillere serbest radikal denir. Eslenmemis

elektronlar serbest radikale ait simgenin st kistmina konulan nokta ile gosterilirler. Serbest



radikallerin reaktivitesinin gostergesi olarak atomun orbitalinde karsi spin yOniiniin bir
elektron kazanma yetenegi sayesinde gergeklesir.

Serbest radikallerin girdigi baslica kimyasal reaksiyonlar:

a. Elektron alma ve verme,

b. Hidrojen koparma,

c. Ekeleme (addition),

d. Kendi kendini yok etme (self annihilation),

e. Oransizlastirma (disproportionation) reaksiyonlaridir. . (29,31-35).

Canli sistemlerde serbest radikaller daha cok elektron transferi sonucu olusmaktadir.
Serbest radikaller ROT, reaktif nitrojen tiirleri (RNT) ve diger reaktifler olmak iizere {i¢ gruba
ayrilir (29,36-40). Canli sistemlerdeki serbest radikaller arasinda en 6nemli olan1 yapisinda
oksijen bulunduran radikallerdir (Sekil 5).

Radikaller Radikal olmayanlar

Hidroksil *OH Peroksinitrit ONOO™
Alkoksil L(R)Os Hipoklorid “OCl
Hidroperoksil ® HOO:- Hidroperoksit ” L(R)OOH
Peroksil L(R)OQ- Singlet oksijen 'AO;
Nitrik Oksit © NO- Hidrojen peroksit d H,0,
Stperoksit ° Op”

® Hidroperoksil radikali siiperoksit anyonunun konjuge asididir ve sulu ortamlarda
konsantrasyonu pH’a baghdir.

° Gegis metal iyonlari varliginda hidroperoksit, alkoksil ve peroksil radikallerine déntstr.

° NO* kendi basina reaktif degildir ve lipit peroksidasyonunda antioksidan gibi davranir.
Stiperoksit varliginda peroksinitrite dénusir ki bu formu gui¢lu bir oksitleyicidir.

‘ Siperoksit iyi bir oksidan olmaktan ziyade rediktandir. Gegis metal iyonlarini hem
okside hem de rediikte edebilir ve bu iyonlarin varlifinda HzOznin *OH'a dénlsmesine
sebep olur.

Sekil 5. Reaktif Oksijen Tiirleri (31)

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Mitokondri oksijen metabolizmasinin gerceklestigi tek organeldir. Hiicrelerde oksijen
tilketiminin yaklasik olarak % 85-90’1 burada gerceklesir. Mitokondri siirekli olarak oksijen
metabolize eder ve bu nedenle yan iiriin olarak ROT fiiretir. Iki ortaklanmamis elektron igeren
oksijen molekdilii bir diradikaldir. Oksijenden olusan Onemli serbest radikaller arasinda
superoksit anyonu, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve singlet oksijen yer almaktadir
(29,40-42).
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Molekiiler oksijen elektron alarak en son suya indirgenir. Molekiiler oksijene bir
elektron eklenmesi sonucu siiperoksit anyonu olusur. Eger iki elektron eklenirse sonugta
hidrojen peroksit, ii¢ elektron eklenirse hidroksil radikali ve dort elektron eklenirse su
molekiilii meydana gelir (Sekil 6) (29,31,38).

O2
$-0:0-¢
Molekiiler oksijen
re

O

Stiperoksit radikali
(stiperoksit anyonu)

fe“.ZH
H>O»
H:0:0:H,

Hidrojen peroksit
k e, H”
H,O + OH"®
.Q: H
Hidroksil radikal:

r e, H

H->O
Su

Sekil 6. Reaktif oksijen Tiirleri (38).

Endojen (nétrofil fagositoz sistemi vb.) ve eksojen (X-isinlari, sigara, pestisitler ve
ilaglar vb.) kaynakli olarak canli sistemlerinde oksijen radikalleri olusabilir. Olusan serbest
oksijen radikalleri canli yapisini olusturan hiicrelerde bulunan lipit, protein, karbohidrat ve
DNA’ya etki ederek bu yapilarda hasar olustururlar. Serbest oksijen radikallerinin ortamdan
uzaklastirilmast veya etkisiz hale getirilmesi antioksidan savunma sistemi tarafindan
gerceklestirilir.  Antioksidan savunma sistemi enzimatik (siiperoksit dismutaz, katalaz,
glutatyon peroksidaz) ve enzimatik olmayan (glutatyon, vitamin A, C, E, melatonin, albumin,

bilirubin, tirik asit vb.) bigiminde iki sinifta toplanabilir (29,31,38,43).
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Siiperoksit Anyon Radikali (O;-.)

Kimyasal olarak incelendiginde molekiiler oksijenin dis orbitallerinde paylagiimamis
iki elektron bulundurur. Bu orbitallerin tek bir elektron almasi sonucu siiperoksit radikali
olusmaktadir. Bu olay aerobik hiicrelerde hepsinde gerceklesebilir. ilave edilen bu elektronun
en biiyiik kaynagi elektron transport zirciridir.

Molekiiler oksijene bir elektron baglanmasiyla olusan siiperoksit anyonu c¢ok reaktif

degildir. Lipit mebranlarinin gegirgenlik yetenegini azaltir.

Canlilarda, siiperoksit radikalleri ¢esitli ¢evresel etkilerle (fiziksel ve kimyasal) veya
canli sistemdeki yiikseltgenme-indirgenme tepkimeleri sirasinda siiperoksit radikali olusabilir
(29,34,44). Siiperoksit radikali oksidan ve indirgen ozellige sahiptir. (45). Siiperoksit, bir
radikal 6zellige sahip olmasina ragmen hiicreler igin ¢ok zararh degildir. Ancak H,O, kaynagi
olmasi ve bazi kimyasal reaksiyonlarda gecis metallerini indirgeyebilmesinden dolay1 oldukca
onemlidir. iki molekiil siiperoksit, proton alarak hidrojen peroksit (H,O,) ve molekiiler
oksijene doniisiir (46).

O2-. + Oz-. + 2H+ —— H;0, + O,

Hidrojen Peroksit (H,0;)

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksitin asil kaynagi siiperoksit radikalinin
dismutasyonudur. iki siiperoksit molekiilii iki proton alarak H,O, ve O, olusturur. Reaksiyon
sonucu radikal olmayan tiriinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak
bilinir.

Bu dismutasyon ya spontandir ya da siliperoksit dismutaz enzimi tarafindan
katalizlenir. Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri i¢ine
girer ve serbest radikal biyokimyasinda 6nemli rol oynar. Ciinkii peroksit ile reaksiyona
girerek, en reaktif ve en zarar verici serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali olusturmak

tizere kolaylikla yikilabilir (29,31,47).

20, + 2H — HO, + O,

Kendiliginden gergeklesen bu dismutasyon reaksiyonu i¢in uygun pH degeri 4.8’ dir.
Siiperoksit dismutaz (SOD) enziminin bulunmasiyla katalizlenen reaksiyonlar daha genis bir
pH araliginda gergeklesebilir. Hidrojen peroksit sahip oldugu 6zellik bakimindan oksitleyici
bir maddedir. Hidrojen peroksit fenton reaksiyon ile proteinlere, tiyol grubu i¢eren enzimlere,

fosfolipidlere, karbohidratlara ve DNA’ya zarar vererek hasar olusturabilir. H,O, kimyal
12



yapisinda su icermesinden dolay1 hiicre zarindan gegebildigi i¢in ¢ok dnemli bir molekiildiir.
Insan metabolizmasinda bir saat icerisinde yaklasik olarak 3x10° hidrojen peroksit molekiilii

olugmaktadir (29,32,47,48)

Hidroksil Radikali (OH")

Hidroksil radikali biyolojik sistemlerde yaklasik olarak 10 saniye yarilanma 6mrii
olan son derece gii¢lii bir serbest radikaldir. Bilinen en toksik radikaldir ve hemen hemen
biitiin biyolojik molekiilleri okside edebilir. (49).

Hidroksil radikali, fenton kimyasal reaksiyonu ile hidrojen peroksitin ge¢is metalleri
varhiginda indirgenmesi yoluyla veya hidrojen peroksitin  Haber-Weiss kimyasal
reaksiyonunda siiperoksit radikali ile reaksiyonu veya suyun yiiksek enerjili iyonlastirici
radyasyonla etkilesimi sonucunda meydana gelir (29,36,38,39).

Fenton ve Haber- Weiss Reaksiyonlari:

Hidrojen peroksidin veya siiperoksit radikali Fe*? gibi gecis elementleri (Cu, Zn, Mn,
Cr, Co, Ni, Mo) ile reaksiyona girerek ileri derecede reaktif hidroksil radikali olusur. Bu

dontigiimler Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonlari olarak tanimlanmaktadir (29,32,44,46).

The Fenton reaction The Haber-Weiss reaction

Fe.’f‘c O?
+

it 0,

l rH.
Feﬁic 02

+ 4

+ ¢
OH" Rl

Sekil 7. Fenton ve Haber-Weiss Reaksiyonu(48).
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Singlet Oksijen (O7")

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen
molekiiliidiir. Yiiksek enerjiye sahiptir. Oksijenin eslesmemis elektronlarindan birinin verilen
enerji sonucu bulundugu orbitalden baska bir orbitale veya kendi spin yoniiniin tersine yer
degistirmesi sonucunda olusur. Singlet oksijen in vivo ortamda sitokrom P450, endoperoksit
sentetaz ve myeloperoksidaz reaksiyonlariyla olustugu gibi iyonizan radyasyonla da
olusabilir. Serbest radikal reaksiyonlari sonucunda meydana gelebilir veya serbest radikal
reaksiyonlariin baglamasina da neden olabillir. Singlet oksijenin delta ve sigma olmak iizere
iki formu bulunmaktadir. Biyolojik olarak en oOnemli formu delta singlet oksijendir

(29,38,50,51).

Diger Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirlerinin diger bir grubu, organik peroksitler (ROOH) ve bunlarin
hemolitik yikim {irlinleri olan alkoksi (RO) ve hidroksiperoksil (ROO") veya indirekt olarak
hidro ve semikinonlar veya nitroaromatlardir. Ayrica karbon merkezli organik radikaller (R’),
tiyil radikalleri (RS) gibi 6nemli radikaller vardir (29,53,54).

Serbest Radikallerin Yol Actig1 Hasarlar

Serbest radikaller, canlida basta membran lipidleri olmak iizere, aralarinda proteinler,
karbonhidratlarin yer aldigi cesitli makromolekiillere ve DNA ya oOnemli zararlar
verebilmektedirler. Bu zararlar hiicrenin cinsine, maruz kalinan strese ve siddetine bagh

olarak, toksik, mutajenik veya karsinojenik olabilir (29,54).

Lipitler Uzerine Etkileri

Lipidler serbest radikallerin zararh etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarndaki kolesterol ve ya asitlerinin doymamis baglari, serbest radikallerle
kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon triinleri olustururlar. Bunun sonucunda membran
akiskanliginda bozulma ve permeabilite degisiklikleri meydana gelir (47).

Lipit peroksidasyonu, serbest radikaller tarafindan baglatilan, membran
fosfolipitlerindeki doymamis yag asitlerinini oksidasyonuna neden olan ve bdylece membran
lipit yapisini degistirerek hiicre yap1 ve fonksiyonlarini bozan kimyasal bir olaydir.

Lipit peroksidasyonu, organizmada olusan kuvvetli bir radikal etkisi ile membran
yapisinda bulunan konjuge olmayan doymamis yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir

hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile baglamaktadir.
14



Lipit hidroperoksitlerden fenton tipi bir reaksiyonla aldehit ve alkanlar olusur. Uretilen
hidroperoksitler daha fazla radikali yikar ve lipit peroksit, etan ve pentan olusumu ile sonlanir.
Plazma MDA konsantrasyonu non-enzimatik oksidatif lipit peroksit olusumunun bir
sonucudur. MDA hiicre membranlarinda iyon aligverisini etkileyerek bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol acar. Iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitelerinin degisimi gibi olumsuz

sonuglar meydana gelir (29,42).

Proteinler Uzerine Etkileri

Doymamis bag ve kiikiirt i¢eren triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin,
sistein gibi amino asitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler.

Hemoglobin gibi hem proteinleri de serbest radikallerden &nemli oranda zarar
goriirler. Ozellikle oksihemoglobinin siiperoksit radikali veya hidrojen peroksitle reaksiyonu
methemoglobin olu umuna neden olur.(29,55).

Serbest radikaller aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu
proteinlerin agregasyonu ve capraz baglanmalar yaparak proteinrin yapisinda degisikliklere

yol agar (42).

Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Fizyolojik pH ve sicaklikta glikoz gibi monosakkaritlerin oksidasyonu sonucunda
hidrojen peroksitler, peroksitler ve okzoaldehitler olugsmaktadir. Okzoaldehidler, DNA,
riboniikleik asit (RNA) ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢apraz bag olusturabilme

yeteneginden dolay1 antimitotik etki gosterirler. Bu yiizden kanser ve yaslanma gibi olaylarda

etkili olduklari diigiiniilmektedir (29,56).

DNA Uzerine Etkileri

Iyonlastirict radyasyonla olusan serbest radikaller DNA’nin igindeki kimyasal baglara
zarar verebilir. Zarar DNA’nin bir seridi iizerinde bulunursa, bu kisim kontrol mekanizmasi
tarafindan bulunur. Arnzali bolgede bozulan bazlar cikartilip atilir. Daha sonra kars
seridindeki zarar gormemis baz dizisine uygun olarak yeniden sentez edilir.

Iyonlastirict radyasyonun zarari DNA’nin karsilikli zincirlerinde meydana gelirse
hiicre bunu diizeltemez. Bu durumda hiicre 6liir veya bir kanser hiicresi haline gelebilir. Eger
hidroksil radikali DNA’nin yakinlarinda olusursa purin ve primidin bazlarina etki ederek
mutasyona neden olur. Bu durumda c¢ift zincirde meydana gelen degisiklikten dolay: hiicre
O6lmezse ve kendinden meydana gelecek yavru hiicrelere yeni bir karakter gibi (mutasyon)
iletilir.(1,29,33,36).
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Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli olarak olusan serbest radikal iiriinlerinin
neden oldugu oksidatif hasarlarin engellenmesi canlilar i¢in biiyiikk 6neme sahiptir. Canlilar
enzimatik ve nonenzimatik yapilardan olusan antioksidan savunma sistemlerine sahiptirler.
Aktif oksijen olusumunu engelleyen ya da olusan aktif oksijenleri tutarak, oksitlenmenin
neden oldugu zararlari, hiicresel diizeyde engellemekte ve dejeneratif hastaliklarin olusumunu
durduran antioksidan sistem mevcuttur (4,47,53).

Antioksidanlar degisik etki mekanizmalarina sahiptirler. Bu mekanizmalar baslica su
sekilde siiflandirilabilir,

1) Onaric etki ile serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasi: Lipid, protein,
ve DNA gibi yapilarda olan biyolojik molekiiler hasari onarma

2) Zincir kirict etki ile serbest oksijen radikallerini baglayarak, zincirlerini kirip
islevlerini engelleme (85); serbest radikal iireten kimyasal reaksiyonlart durdurma

3) Baskilayict etki ile serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen
aktararak etkinliklerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirme; reaksiyon hizini azaltma

4) Temizleme etkisiyle oksidanlari tutma ve zayif bir molekiile doniistiirme seklinde
gerceklestirilen bu etki enzimler tarafindan yapilmaktadir (29,30,51-57):

Bazi serbest radikallerin zararli etkisini ortadan kaldirmak i¢in hidrofilik ve lipofilik
antioksidanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Hidrofilik 6zellikteki antioksidanlar sitozol ve
ekstaselliiler sivilarda bulunmaktadir. Lipofilik 6zellikteki antioksidanlar ise membranda ve
lipoproteinlerde yer almaktadirlar. Antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik olarak
smiflandirilirlabilir (29,57,58).

Enzimler

Mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi

Superoksit dismutaz

Katalaz

Glutatyon peroksidaz

Glutatyon-S-transferaz

Enzim olmayanlar

Lipid fazda bulunanlar: Alfa-tokoferol, Beta-karoten

Siv1 fazda (hiicre sitozoliinde veya kan plazmasinda) bulunanlar: Askorbik asit, Urat,
Sistein, Seruloplazmin, Transferin, Laktoferrin, Miyoglobin, Hemoglobin, Ferritin, Albumin,
Bilirubin, Glutatyon

Hem s1vi hem de lipid fazda bulunanlar: Melatonin
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Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismiitaz, siiperoksit radikalinin H;O,’e¢ ve molekiiler oksijene
doniistimiinii katalize eder. Olusan H,O,, GPX veya katalaz ile suya indirgenir (57)

Oy + 2H+ > H0, + O,

Serbest radikallere kars1 organizmada ilk savunma bu enzim sayesinde ger¢eklesir. Bu
reaksiyon spontan gergeklesebilecegi gibi, SOD katalizorliigiinde hizli bir sekilde
gerceklesebilmektedir. Reaksiyon sonucunda siiperoksit radikali (membrandan gegemeyen)
hidrojen peroksite (membrandan gegebilen) cevrilir. HyO,, geg¢is metallerinin bulundugu
durumda Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlar1 sonucunda hidroksil radikallerine
doniismektedir. SOD iiretimindeki artis sonucunda olusan asir1 H,O,, CAT ve GSH-Px
enzimlerinin aktivitelerinin artmasi ile kontrol edilebilecegi disiiniilmektedir. Siiperoksit
dismutazlar, yapilarinda bulunan ge¢is metallerine gore, Cu/Zn-SOD, Mn-SOD ve Fe-SOD
olmak tizere ti¢ ¢geside ayrilir (29,32,33)

Cu/Zn-SOD

Memeli hiicrelerinde SOD’in {i¢ tipi bulunmaktadir. Bunlardan ilki sitozolde ve
mitokondrial membranin i¢ boliimiinde bulunan dimerik yapidaki sitozolik Cu-Zn SOD
enzimidir. Cu/Zn-SOD toplam 33 kDa molekiil agirligina sahip olup 2 bakir ve 2 g¢inko
atomuna sahiptir. Canlida hiicrelerde en bol bulunan SOD izomeridir. Cu/Zn-SOD enziminde
bulunan bakir iyonlar1 oksidasyon ve rediiksiyona ugrayarak dismutasyon reaksiyonlarinda
gorev alirken, ¢inko enzimin stabilizitesinde 6nemlidir (29,44,58,59).

SOD-Cu*? + O,-. —— SOD-Cu” + O,

SOD-Cu" + Op-. + 2H+ —— SOD-Cu* + H,0,

20, + 2H" —— H,0; + 0,

Mn-SOD

SOD enzimi bir siiperoksit molekiiliinii oksijene ylikseltgeyip diger siiperoksit
molekiiliinii H,O,’ye indirger. Mn-SOD mitokondride bulunur ve kofaktorii mangandir. Mn-
SOD lar bakterilerden yiiksek yapili organizmalara kadar pek ¢ok kaynaktan izole edilmistir.
Yiiksek yapili organizmalardan elde edilen tim Mn-SOD lar tetramerdir ve her alt {initede bir
Mn*2 iyonu igerirler. Mn-SOD 80 kDa molekiil agirligindadir (29,38,44).

Mn* + O,p-. «——— [Mn+3- 0O,-. ] — Mn*+0,

Mn*? + Op-. «—— [Mn*% O,-. ] + 2H+ —— Mn™*® + H,0,

20,-. + 2H" ——— H,0, + Oy
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Aktivitesi pH’a duyarhidir. Ayrica Mn-SOD’lar 1siya ve kimyasallara karsi
dayaniksizdir. (29,35,36).

Fe-SOD

Toplam 41 kDa agirliginda iki protein alt {initesi igerir ve her proteinde bir ya da iki
demir atomu bulunur. Fe-SOD enzimi normal haldeyken demir iyonu +3 degerliklidir,
katalitik dongiide ise Fe*™ ile Fe™? arasinda doniisiim gerceklesir. Diger SOD tiplerine gore
siiperoksidin dismutasyon oram diigiiktiir. Yiiksek pH larda aktivitesi diisliktiir ve siyaniirle
inhibe edilemez (29,44,55).

Fe*® + 0,-. «——— [Fe™- 0,-.] —> Fe™+ 0,

Fe*? + O,-. «—— [Fe™- 0,-.] +2H" —— Fe* + H,0,

SOD’nin viicut sivisi ve organellerdeki aktivitesini belirlemek icin ¢esitli yontemler
gelistirilmistir. Bunlardan en sik kullanilanlar, test ortaminda enzimatik ve nonenzimatik
olarak olusturulan siiperperoksit radikallerinin indikator bir madde ile reaksiyonuna dayanan
yontemdir. Ornekteki SOD aktivitesi indikator ile siiperperoksit radikalinin reaksiyonunun
SOD tarafindan inhibisyonuna oranina gore hesaplanmaktadir. Bu amagla gelistirilen
yontemlerden en sik kullaninlan ksantin-ksantin oksidaz sistemidir. Bu sistemde siiperoksit
indikatorii olarak, nitrobluetetrazolium (NBT), tetranitrommetan, hidroksilamin ve sitokrom
C nin rediiksiyonundan yaralanilmaktadir.

Ayrica siiperoksit radikali olusturucu diger kaynaklar arasinda epinefrin, pirogallo, 6-
hidroksidopamin de kullanilmaktadir (29,44,57).

Siiperoksit radikalinin tayininde pulse radyoliz teknigi, polorografik teknikler ve hizli

dondurma EPR teknigi, daha spesifik immiinokimyasal yontemlerde kullanilmaktadir (44).

Katalaz (CAT)

Katalaz 4 tane hem grubu bulunduran, molekiil agirligi 240 kDa hemoproteindir. Her
alt linite ayn1 zamanda enzimi kendi substrati H,O, ye karst koruyan ve etkinligini artiran
NADPH igerir. Bu molekiil enzimin kararliliginda rol oynamaktadir. Enzim sitokrom sistemi
iceren tiim oksijenli solunum yapan hiicrelerde mevcuttur. Katalaz esas olarak
peroksizomlarda olmak iizere endoplazmik retikulum ve sitozolde yogundur. Aktivitesi;
karaciger, bobrek, miyokard, c¢izgili kaslar ve eritrositlerde yiiksektir. Gorevi, hidrojen
peroksiti oksijen Cu ve Fe iyonlarinin katalizorliinde Fenton reaksiyonu ile suya
pargalamaktir. (29,60,61).

Katalaz  aktivitesinin  tayininde, HO;‘in  pargalanmasinin  ve  ortamdan

uzaklastirilmasinin spektrofotometrik yontemle (240 nm) izlendigi yontemdir. Birim zamanda
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absorbsiyondaki azalma katalaz aktivitesinin ile orantilidir. Diger yontemler ise reaksiyon

sonucunda olusan O, miktarini 6l¢gmeye dayalidir.(29,40,57)

Glutatyon Peroksidaz (glutatyon:hydrojen peroksit oksidorediiktaz) (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz enzimi ilk olarak Mills tarafindan 1957 yilinda memeli
eritrositlerinde tespit edilmistir. Enzim aktivitesi en fazla dkaryot hiicrelerin sitoplazmasinda
yer almaktadir. Enzim aktivitesinin en fazla oldugu dokular ise eritrositler ve karacigerdir.
Glutatyon peroksidaz enzimatik bir antioksidan olarak, glutatyonu bir elektron kaynagi olarak
kullanarak hidrojen peroksit ve organik hiperoksitlerin kimyasal olarak indirgenme islemini
gerceklestirir. GPx, intraselliiler mesafede lipitleri peroksidasyondan koruyan en onemli
enzimdir. Bu nedenle hiicrenin 6zellikle sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim
hiicrenin yapisin1 ve fonksiyonunu korur. GSH-Px enziminin iki tiri bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi aktif bolgesinde kovalent bagli olarak selenyum bulunan selenyuma
bagimli GSH-Px (Se-GSH-Px) dir. Se-GSH-Px, organik hidroperoksitler ve H,O, ‘e karsi
oldukga aktiftir. Ikinci tiirii ise GST olarak adlandirilir ve daha ¢ok organik hidroperoksitlerin
indirgenmesinden sorumlu olan tiirdiir (29,32,38,62).

Se-GSH-Px, molekiil agirhigi yaklasik 85 kDa’dur ve aktif bolgesinde Se atomu igeren
dort protein alt linitesinden olugsmaktadir. Se-GSH-Px ler, H,O, ve gesitli hidroperoksitlerin
yikimm katalize eder. Okside olan glutatyon (GSSG) ise GSH-Rd enzimi ile raeaksiyona
girerek yeniden GSH’a indirgenir (38,61).

H,0, (ROOH) + 2GSH «—— GSSG + 2H,0(ROH)
GSSG + NADPH + H" «——— 2GSH + NADP"

Selenyum igeren peroksidazlarin bir diger ¢esidi de fosfolipid hidroperoksit glutatyon
peroksidaz (PL-GSH-Px) dir. 20 kDa molekiil agirligina sahip olan bu enzim bir selenyum
atomu igerir. E vitamini eksikliginde fosfolipid hidroperoksitleri alkollere indirgeyerek
membrani peroksidasyona karsi korur (38)

ROOH + 2GSH «—— ROH + H,0 + GSSG

Glutatyon ile konjugasyon reaksiyonlarinda selenyum igermeyen GSH-Px’ler
glutatyon transferaz olarak aktiflik gosterirler. Glutatyon peroksidaz, hidrojen peroksit (H,O;)
tarafindan rediikte edilen GSH’nin okside glutatyon (GSSG)’a yiikseltgenmesini katalizler.

Ter-butil hidroperoksit H,O, olarak kullanildigi ortamda glutatyon peroksidazi olusturur.
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Okside glutatyon, GSH-R ile nikotinamid adenin diniikleotit fosfat hidrogenazin (NADPH)
nikotinamid adenin diniikleotit fosfata (NADP) yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans farkinin

340 nm’de okunmasiyla spektrofotometrik olarak olgiiliir. (29,63,64).

Glutatyon-S-Transferaz (RX:glutatyon R-transferaz) (GST)

GST, cok substrathi bir enzimdir. GSH’un kosubstratina 6zgiil olan bir G bolgesi ve
hidrofobik elektrofilik substratlarin baglandigi H bolgesi vardir. GSH’un tiyol grubu, cebin
acik olan kismina dontiktiir. Diger substratlara baglanan grup, bu tiyol grubudur. Glutatyon S-
transferaz enzim sistemleri bircok farkli ksenobiyotik ve endojen bilesiklerin

detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda dnemli rol oynayan enzimlerindendir (29,65).

Glutatyon rediiktaz (GSH-Rd)

GSH-Px araciligiyla hidroperoksitlerin  indirgenmesi  sonucu olusan okside
glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH) doniisiimiinii katalize eder.(30).
GSSG + NADPH + H+ «——— 2GSH + NADP*

Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Glutatyon (GSH)

Glutatyon (GSH); glutamik asid sistein ve glisinden olusan, intraseliiler
konsantrasyonu daha fazla olan bir tripeptittir. Onemli bir indirgeyici ajan ve antioksidan olan
glutatyon, hiicrenin oksido-rediiksiyon dengesini siirdiiriip hiicreleri endojen ve ekzojen
kaynakli oksidanlarin zararli etkilerinden korumaktadir. Proteinlerdeki SH gruplarinin
korunmasi ve bazi reaksiyonlarda koenzim olarak gorev almasinin yani sira amino asitlerin
transportunda, protein ve DNA sentezinde de 6nemli rol oynar. (38,57).

Oksijen radikalleri reversibl veya irreversibl olarak, protein ve serbest amino asidler,
lipidler ve lipoproteinler karbonhidratlar ve bag dokusu molekiilleri iizerinde zararh etkiler
olustururlar. Siiperoksid radikalininin ve hidrojen peroksidin konsantrasyonundan artig
dogrudan hiicresel harabiyet yapar. Viicutta normal metabolizma sonucu olusan siiperoksit

radikali ve H,O,, siiperoksit dismutaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri kullanilarak ortadan
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kaldirilirlar. Bu reaksiyonda GSH , glutatyon peroksidaz etkisiyle GSSG'y a doniisiir ve
GSSG'd a glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar GSH' olusturur (29,38,57).

MELATONIN

Melatoninin Tarihcesi ve Tanim

Lerner, 1950°li yillarin sonlarinda pineal bez ekstratlarinin anfibilere verilmesi ile
derilerindeki melanin graniillerinin agliitine olmas1 {izerine bu maddeye melatonin adini
vermistir. Melatonin (N-Asetil-5-Metoksitriptamin) pineal bezin en 6nemli {riiniidiir, indol

yapisinda bir néro-hormondur (66,67).

Pineal Bezin Yapis1

Pineal bez, embriyolojik olarak proensefalondan gelismis olup, tek beyin uzantisidir
ve fotondroendokrin sisteminin kontrolii altindadir. Agirligi 100-180 mg arasinda ve genisligi
3-5 mm’dir. Agirhiginda ve boyutlarinda puberteye kadar artis, puberteden sonra ise azalma
goriiliir. Posteriyor komissiir ve dorsal habenular komissiir arasinda tiglincii ventrikiiliin
posteriyor duvarma yapisik olarak bulunmaktadir.. Kan akim hizi 4 ml/g/dk’dir . Venoz
drenaji internal serebral arter yolu ile olmaktadir. Pineal bez, parankimal ve interstisiyel
hiicreler olmak {izere iki hiicre grubundan olusur. Parankim hiicreleri pinealositler olup

endokrin hiicrelerdir. Pinealositlerin pineal bez igindeki orani %90 civarindadir (66,68,69).

Melatonin Sentez ve Metabolizmasi

Melatonin sentezinde baslangic madde pineal bez tarafindan plazmadan alinan
triptofandir. Triptofan esansiyel bir aminoasit olup, besinlerle disaridan alinmasi
gerekmektedir. Triptofan, pinealositlerde triptofan hidroksilaz ile 5- hidroksitriptofan’a
hidroksillenir. 5-hidroksitriptofan, L-aminoasid dekarboksilaz enzimi etkisiyle karboksil
grubunu kaybeder, 5-hidroksitriptamin’e (serotonin) doniisiir. Seratonin; N-asetil transferaz
(NAT) ile N-asetilserotonin’e bu da hidroksiindol-O-metiltransferaz (HIOMT) ile melatonine

sentezlenir (69-75). Melatonin molekiilii ve sentezinin evreleri sekil 8 ve9’da gosterilmistir.

CH:0 CH,— CH,__NH _C0_CH;

Z

Sekil 8. Melatoninin molekiil yapis1 (75)
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Yapilan deneysel caligmalarda hayvanlarda NAT enzimi aktivitesinin, dolayisiyla
melatoninin kan diizeyinin karanlik fotoperiyodta pik yaptigir gosterilmistir. Bu fotoperiyod;
pineal bezi innerve eden sempatik sinir liflerinin spontan aktivitesinin ve bezde norepinefrinin
dontisiimiiniin en yiiksek oldugu saatlere rastlamaktadir. Kisa siireli 1s18a maruz kalindiginda,
sempatik aktivite baskilanir. NAT enzimi aktivitesi ve melatonin miktar1 hizla azalir.
Melatonin sentezi sadece pineal bez ile smirli degildir. Kan dolasimindaki melatoninin
tiretiminin yaklasik %80’lik kism1 pineal bez tarafindan saglanir. Enzim sentez asamasinda
yer alan HIOMT pineal bez disinda retina ve Harderian bezde de tanimlanmistir. Bunun
disinda diger bazi organlarda melatonin sentezlenmesine ragmen, kan melatonin diizeyine
katkis1 yok denecek kadar azdir. Ornegin; retina, lakrimal bez, eritrositler, trombositler, ve

gastrointestinal sistem (66,69,70).

Triptofan

Triptofan hidroksilaz

S-hidroksitriptofan
S-hidroksitriptofan dekarboksilaz
Serotonin

AsetilKoA
N-asetil transferaz ( NAT )

KoA V

N-asetil serotonin

SAM
Hidroksiindol O-meftil transferaz (HIOMT)
SAH

MELATONIN (N- asetil 5-metoksitriptamin)

Sekil 9. Melatoninin sentez evreleri (71,73)

Melatonin Salinimi

Melatoninin sentez ve salinmasinda pek ¢ok faktor etkilidir. Pineal bezden salinimi
fotondroendokrin kontrol altindadir. Bunlarin arasinda en 6nemli faktdr ¢evrenin aydinlik
veya karanlik olmasidir. Melatonin de diger hormonlar gibi sirkadiyen ritme sahiptir.
Melatonin sentez ve salimimi karanlik ortamda uyarilir, 151k ile baskilanir. Isik, retinal
fotoreseptorler ile retinohipotalamik yolla suprakiyazmatik niikleusa (SCN) ve
paraventrikiiler ¢ekirdege aktarilir. Bu g¢ekirdekten ¢ikan lifler, medulla spinalisin

intermediolateral kolonundan siiperiyor servikal gangliona ulasir (66,70-76).
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Sekil 10 Pineal bezde melatonin sentezi (77)

(SCN; Suprakiyazmatik niikleus, RH; retinohipotalamik, PVN; Paraventrikiiler
niikleus, SCG; Siiperiyor servikal ganglion, NE; Norepinefrin, NAT; 5-
Hidroksitriptamin-N-asetil transferaz, HHOMT; Hidroksiindol-O-metiltransferaz)

Sempatik ganglion olan siiperiyor servikal gangliondan g¢ikan postganglionik lifler
nervi coronarii ile pineal beze ulasarak innervasyonu saglar. Siiperiyor servikal gangliondan
gelen sinyallerin pinealositleri uyarici etkisi karanlikta artarken, aydinlikta azalmaktadir.
Pineal bez igindeki en Onemli norotransmitter noradrenalindir. Noradrenalin, pinealosit
membranindaki postganglionik reseptorler olan B1 ve ol adrenerjik reseptorlere baglanir.
Melatonin sentezinin %85’inden B1 reseptorlerinin uyarilmasi, yaklasik %15’inden ise al
reseptorlerinin uyarilmasi sorumludur. (Sekil 9) (66,69,75).

Ozellikle karanlik ile ilgili impulslar pineal beze ulasinca norepinefrinin pinealosit
membraninda adrenerjik reseptorlere baglanmasiyla bir seri reaksiyon Nasetiltransferaz artisi
olur. Melatonin sentez ve salinimi artar. Melatonin iiretildikten sonra depolanmaz, hem
lipofilik hem de hidrofilik 6zelliginden dolay1 kana, beyin omurilik sivis1 da (BOS) dahil
olmak tizere tiim viicut stvilarina hizli bir sekilde dagilir. Pineal bezde melatonin olusumu ile
bu hormonun plazma seviyeleri arasinda gii¢lii bir iliski vardir. Plazma melatoninin
konsantrasyonu gece saatlerinde giindiize gore 3-10 kat fazladir. Melatonin salgilanmasi
aksam saat 21.00-22.00 saatlerinde baslar, 02.00- 04.00 saatleri arasinda maksimum
seviyelerine ulasir, sabah 07.00-09.00 saatleri arasinda azalmaya baslar. Melatonin plazma

konsantrasyonu giindiiz 0-20 pg/dl iken gece 50-200 pg/dl diizeyine yiikselmektedir. Bir
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giinde 30 mg melatonin tiretilmektedir ve bunun % 80°ni gece sentez edilmektedir. Melatonin
seviyesini 1g1gmn yaninda bir¢ok ¢evresel faktorler (1s1, gel-git vb.) ve gesitli ilaglar 6rnegin 3-
blokdrler etkiler. B-blokorlerin, B1-adrenerjik reseptorler araciligi ile melatonin salinimini
azalttig1r gosterilmistir. B-blokorlerin, nokturnal melatonin seviyelerini azaltmasi sonucunda
uyku diizensizlikleri meydana gelir. Klinik c¢alismalarda bu yan etkinin oral melatonin
kullanimui ile 6nlenebilecegi belirtilmektedir (66,69,71,76-78).

Kanser ve Melatonin

Hayvanlardaki deneysel calismalarda tiimor olusumunu pinealektominin arttirip,
melatoninin azalttig1 bildirilmistir. Melatonin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini, timor
biiyiimesini ve metastaz sayisini azaltmaktadir. incelemelerde prostat ve meme kanseri olan

hastalarda melatonin seviyeleri diisiik bulunmustur (66,75,76).

Melatoninin Antioksidan Etkileri

Melatoninin radikal temizleyicisi 6zelligine ek olarak, dolayli yoldan antioksidan
Ozelligi bulunmaktadir. Bilinen tiim antioksidanlardan daha gii¢liidiir, hidrosil radikalini
(OH) ortadan kaldiran endojen bir antioksidandir. Bu hormon hiicrelerdeki biyomolekiiller
lizerine olan oksidatif hasarin 6nlenmesinde ¢cok 6nemli rol oynar. Melatonin hem lipofilik
hem de hidrofilik olmasindan dolayr viicudun her hiicresine girebilme 6zelligi
bulundugundan, DNA, mebran lipitlerini ve sitozolii korumaktadir (66,69,79).

Melatonin ayrica SOD, GPx ve G6PD gibi enzimleri de aktive ederek dolayli yoldan
antioksidan etki gosterir. Melatonin hidroksil radikalini notralize etme 6zelligi glutatyondan 5
kat, mannitolden 15 kat, peroksit radikal tutucu 6zelligi ise E vitamininden 2 kat daha giiclii
oldugu gosterilmistir. Diyabetik ratlarda yapilan ¢alismada melatoninin antioksidan etki ile

oksidatif strese bagli renal tiibiiler hasar1 iyilestirme yoniinde etki gosterdigi bildirilmistir
(66,75-79).

AMIFOSTIN

Radyoprotektdrlerin en iyi bilinen grubu SH bilesikleridir ve bu maddelerin koruyucu
etkisini bu yap1 saglar. Radyoprotektorlerin arasinda kimyasal olarak en basit yapili olanm
sisteindir. Sistein, SH iceren dogal bir aminoasittir. Total viicut 1sinlamasindan 6nce yiiksek
dozda sistein verildiginde yan etkilerden koruma saglandigi saptanmistir. Buna benzer
sonuglar sistein ile ¢ok yakin benzerlik gosteren ve onun dekarboksilasyonu ile olusan

sisteamin ve sisteaminin bir disiilfit tiirevi olan sistamin ile de elde edilmislerdir Patt ve ark.
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1949 yilinda SH igeren aminoasitlerin, sisteinin ve sisteaminin kemiricileri 6limciil
radyasyon dozundan korudugunu gostermislerdir (1,80).

Amifostin (S-(N-(3-aminopropil)-2-aminoetiyol) sisteamin benzeri bir molekiildiir.
Soguk savas doneminde ABD ordusuna bagli Walter Reed Ordu Arastirma Enstitiisi
tarafindan yiiriitilen ve askerleri cephedeki niikleer silah kaynakli radyasyondan korumak
amacini tagityan caligmalarin iriiniidiir. Bu program tarafindan gelistirilen ve tiyol igeren
bilesikler Walter Reed’in kisaltilmasiyla “WR” 6n eki ile tanmimlanmislardir. Ongoriilen
amacla kullannma uygun olmadigi anlasildiktan sonra amifostin tibbi arastirmalar igin
kullanilmis, RT ve KT’ye bagh saglam doku hasarlarinin 6nlenmesinde etkili oldugu
goriilmiistiir (80-83).

Inaktif bir 6n ilag olan amifostin WR-2721 olarak ta bilinir. Plazma membraninda
ALP ile defosforile olur ve aktif metaboliti olan WR-1065 formuna doniisiir. Selektif olarak
normal dokular1 koruma 6zelligi, WR-1065 akiimiilasyonunun tiimor hiicrelerinden daha fazla
normal dokularda goriilmesinden kaynaklanmaktadir. Timorler goreceli  olarak
hipovaskiilerdir ve bunun sonucu olarak hipoksik bir ortama ve diisiik interstisyel pH’a
sahiptirler. Bunun yaninda malign dokularda ALP ekspresyonu da azalmigtir. Bunlarin
kombinasyonu sonucu tiimor hiicrelerinde aktif ilag akiimiilasyonu diisiik olur. Bu nedenle
amifostin normal dokular1 tiimor dokularina nazaran, hiicre ici serbest tiyol konsantrasyonu
farklilig1 sayesinde, 100 kat kadar daha fazla koruyabilmektedir. WR-1065’in oksidasyonu ile
en yliksek oranda olusan metabolit WR-33278 (simetrik disiilfid) olup, az miktarda mikst
distilfidler de olusur. Amifostinin fosfor-siilfiir baginin siilfiir atomuna proton transferi ile
pargalanmasi ile metafosfat ve WR-1065 olusur. Bundan sonra H2O’nun devreye girmesi ile

metafosfat inorganik fosfata doniisiir (80,84):

WR-2721 -2 WR-1065 + Metafostat
Metafosfat + HyO < Inorganik fosfat

Maksimum hidroliz pH 4 ve altinda olusur. Amifostin viicut 1sisinda ve mide pH’sinda
hizla hidrolize olur. Yarilanma omri 30,5 dakikadir. Noétral pH’da, oda 1sisinda 4 saat
bekletilse dahi hidroliz ger¢eklesmez. Amifostinin kimyasal bir 6zelligi olarak hidrolizi gii¢li
bir sekilde 1siya bagimlidir. Bu 6zellik sayesinde spontan hidroliz ile olusacak WR-1065 kan,
plazma, doku veya doku kiiltiirleri ortaminda 6l¢iilebilir. Amifostinin kimyasal yapist Sekil
11°da gosterilmistir (80-82).
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HIN _ (CHy)s —NH —(CHyp— S — PO:H,

Sekil 11. Amifostinin kimyasal yapis1 (81,82)

Hayvan deneyleri ve insan ¢alismalar1 gostermistir ki ALP, pH 7 {izerinde aktiftir.
ALP ¢esitli doku arteriol endotel hiicrelerinde, bobrek proksimal tiibiiliis hiicrelerinde ve ince
bagirsak mikrovilluslarinda bolca miktarda bulunur. ALP aracili aktif transport ¢ok hizl
gerceklesir. Bunun nedeni, amifostinin plazma proteinlerine baglanmamasi  ve
metabolizmasinin biiyiik oranda ALP aracili aktif transporta ugramasidir. Faz II ¢alismalar ile
amifostinin tolerabl doz araligi 740-910 mg/m? olarak belirlenmistir. Amifostin oral
kullanildiginda aktif degildir. 15 dakikalik intravendz (IV) infiizyon sonrasi ortalama
maksimum plazma konsantrasyonu 0,1-0,235 mmol/L’dir. Ilacin dagilim hacmi 6,44 L,
plazma Klirensi 2,17 dakikadir. Farmokokinetik calismalar, hastalarda amifostinin plazma
kompartmanindan hizla temizlendigini gdstermistir. insanlarda IV verilmesini takiben ilk 6
dakikada amifostinin %90’1 metabolize olur. Yapilan ¢alismalarda amifostinin o yari omrii
(dagilim yar1 6mrii) <1 dakika; B yar1 omrii (eliminasyon yar1 omrii) = 8.8 dakika olarak
saptanmigtir. WR-1065 metaboliti enjeksiyondan 10-30 dakika sonra pik diizeyine ulasir. Bu
nedenle, normal dokularin sitoproteksiyonunda optimum yarar saglanabilmesi i¢in RT ya da
KT uygulamasindan 20-30 dakika once amifostin uygulanmasi gerektigi belirlenmistir
(80,81,85,86).

Serbest tiyol olan WR-1065’in normal hiicreyi sitotoksik tedavilerin etkilerinden
korumasi c¢esitli mekanizmalar ile aciklanmistir. Serbest tiyol, intraselliiler ortamda direkt
olarak alkilleyici ajanlarin veya sisplatinin aktif iirlinline baglandig1 gibi, hasarli hedef
molekiillere de H+ vererek hiicresel koruma saglar. Yapisindaki SH atomu sayesinde, KT
ajanlar1 ve RT tarafindan olusturulan SR’ler ortadan kaldirilmadiginda meydana gelen ve
DNA hasarina yol agan, reaktif niikleofilleri yok eder (80,82,83-87).

Amifostin genel olarak 1yi tolere edilir, fakat doz bagimli kisa siireli gegici yan etkiler
olabilir. Bunlar hipotansiyon, bulanti, kusma, higkirik, somnolans, infiizyon sirasinda metalik
tat ve nadiren allerjik reaksiyonlardir (cilt dokiintiisii, ates ve anafilaktik sok) (59). Klinik
anlamli yan etki ¢ogunlukla hipotansiyondur. Hastalarin %60’inda gegici hipotansiyon
olusmaktadir, fakat tedaviye ara verilecek oranda hipotansiyon olusturmasi nadirdir (<%?5).
Bulanti, kusma gibi semptomlar, amifostin Oncesi antiemetik ilaglarin uygulanmasi ile
onlenebilir. Gegici hipokalsemi paratiroid hormon sekresyonunun inhibisyonuna baglhidir ve
amifostin tedavisinin nadir goriilen bir komplikasyonudur. Klinik olarak anlamli bir

hipokalsemi tek doz amifostin uygulamasini takiben yaygin degildir. Ancak giinliik RT ile
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birlikte birden ¢ok uygulamanin yapildig1 hastalarda periyodik kalsiyum diizeyi izlenmelidir
(80,87).

Calismalar subkutan uygulamada IV uygulamaya gére bulant1, kusma ve hipotansiyon
insidansinda azalma oldugunu, ates ve kutandz reaksiyonlarin insidansinda ise artis oldugunu
gostermistir. Hem hiicre kiiltiirlerinde hem de tiimorlii kemiriciler tizerinde yapilan preklinik
calismalar sonucunda, amifostinin ¢esitli miirin ve insan karsinomu, sarkomu ya da losemi
hiicrelerinde koruma yapmaksizin secici olarak normal dokulari korudugu gosterilmistir
(80,88-92).

Giiniimiizde bu preklinik verilere dayanarak ytiriitiilmekte olan bir¢ok klinik calisma
mevcuttur. Merkezi sinir sistemi disinda amifostinin bircok organ sistemini ve genetik
materyali, RT ve KT’nin yol actigi hasarlardan korudugu bildirilmektedir. Amifostin
tarafindan korundugu bilinen normal dokular bobrek, akciger, yemek borusu, periferik
sinirler, kemik iligi, ince bagirsak, kalin bagirsak, immiin sistem, tiikrilk bezleri, agiz
mukozasi, kalp ve testistir (58). Ayrica uzun ve kraniofasial kemiklerin biiylimesinde RT’ye
bagli meydana gelen gecikmede amifostinin radyoprotektor etkisi gosterilmistir. Amifostinin
intraperitoneal olarak verildigi tek ya da fraksiyone dozlarda RT uygulanan 4-5 haftalik
ratlarda, RT sonucu goriilen biliylime durmasina karst koruyucu etkisi gosterilmistir.
Osteoblast, endotel ve fibroblast gibi hiicrelerin sayisin1 korumada da etkinligi gézlenmistir.
Amifostinin genisletilmis klinik kullanim profilleri ise radyoproteksiyon, kemoproteksiyon,

kemik iligi stimiilasyonu, radyoprevensiyon ve kemoprevensiyondur (80,93).
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GEREC VE YONTEMLER

ARAC VE GERECLER

Calismamizda; Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Uretim ve Arastirma
Laboratuvari’nda yetistirilen ve standart laboratuvar kosullarinda (22 + 1 °C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda) tutulan, 180-250 gr agirhiginda Spraque-Dawley sicanlar
kullanildi. Deney Hayvanlari Laboratuvari’nda si¢anlara standart sigan yemi ve musluk suyu
verildi. Siganlar 2-2.5 aylik iken deneysel ¢alismaya baslandi.

Calisma i¢in Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu’ndan (Ek 1) ve Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Giivenligi Baskanligin’dan (Ek 2) onay alindi.
Calismamiz Trakya Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (TUBAP proje no 2012-
104) tarafindan maddi olarak desteklenmistir (Ek 3). Olgiimler Trakya Universitesi Saglik
Uygulama ve Arastirma Merkezi Biyofizik ve Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali’nda
bulunan asagidaki arag¢ ve geregler ile yapilmigstir.

1. Schimadzu marka AA-6800 model atomik absorbsiyon spektrofotometresi (Japon)

2. Herqueus marka etiiv (USA)

3. AVD marka GH-300 model hassas terazi (UK)

4. Beckman-Coulter marka Allegra X-22R model santrifiij (USA)

5. Schimadzu marka UV-1208 model UV-VIS spektrofotometresi (Japon)

6. Boeco marka TS-100 model thermo shaker (Germany)

7.Velp scientific marka Zx® model vorteks (USA)

8. Hettich marka EBA-21 model santrifuj (USA)

9. Nuve marka OT-012 model sterilazator (USA)
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10. Boch marka buzdolab1 (USA)

11. Cis-Bio marka Cirus Kobalt 60 teleterapi cihazi (USA)

12. Daihan marka WiseTis HG-15 D model homojenizator (Korea)
3.1 Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda 5 grupta 10’ar adet olmak iizere 50 adet si¢an kullanildi (Tablo 1).

Grup Grup Tiiri Aciklama

Grup | Kontrol grubu

Grup Il Yalniz RT uygulanan grup Tiim viicut 800 cGy 1s1nland1
Grup 111 Yalniz melatonin (MEL) uygulanan grup RT’den 30 dakika o6nce 10

mg/kg dozunda melatonin
(IP) uygulandiktan sonra tiim

viicut 800 cGy 1s1landi

Grup IV Yalniz amifostin (AMF) uygulanan grup RT’den 30 dakika once 200
mg/kg dozunda amifostin
(IP) uygulandiktan sonra tiim

viicut 800 cGy 1smlandi

Grup V RT (AMF+MEL) uygulanan grup RT’den 30 dakika once 200
mg/kg dozunda amifostin ve
10 mg/kg dozunda melatonin
(IP) uygulandiktan sonra tiim
viicut 800 cGy 1sinlandi.

Tablo 1. Calisma gruplarn

Tim (L., ILIIIL, IV. ve V.) gruplardaki deneklerin, 1sinlamadan sonraki 4. giinde, biitiin
hayvanlar anestezi altinda dekapite edilerek beyin, dalak, karaciger, bobrek ve bagirsak
dokular1 (ince ve kalin bagirsak) dl¢iim yapilincaya kadar -80 °C’de, kan 6rnekleri ise -20
°C’de saklanacaktir.

Doku 6rnekleri homojenize edilerek ve kan 6rnekleri kullanilarak MDA, TAK , TOK
Olgtimleri spekrofotometik yontemle olgiilecektir. Doku ve kan orneklerine ait Fe, Cu, Zn
Alevli Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi (AAS) ile ol¢iiliirken; Se ise Grafit Firinli
Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi (AAS-GFA) cihaziyla 6l¢iilecektir.

Yapilan bu 6l¢timler istatistiksel olarak degerlendirilecektir.

3.2 Radyasyon Uygulamasi

Her bir si¢an, ketamin (50-60 mg/kg, im) ve ksilazin (5-10 mg/kg, im) ile anestezi
saglandiktan sonra yiiziistii pozisyonda sabitlendi. Mecaserto marka Simics model simiilator

kullanilarak tim vucudu icerecek bir alan simiile edildi. Simiile edilen ilk hayvanin, alan
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gorlintiilemesi i¢in rontgen filmi c¢ekildi. Elde edilen rontgen filmi ile diger sicanlarin
simiilasyonu kontrol edildi (Sekil 12). Sicanlarin 6n-arka kalinligi cetvelle olgiilerek 1.5 cm
yar1 kalinlik saptandi. Kaynak-cilt mesafesi 80 cm olmak iizere 1.5 cm yar1 kalinliginda
uygulanacak doz hesaplanarak belirlenen alana Cis-Bio marka Cirus Kobalt 60 teleterapi
cihaz ile tek fraksiyonda 7.32 Gy/dk doz hizinda 8 Gy 151n uyguland: (Sekil 13).

Sekil 12. Ratlara RT oncesi simiilasyon islemi

Sekil 13. Ratlara RT uygulamasi
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3.3 Doku Homojenatlarin Hazirlanmasi

3.3.1. MDA, TAK ve TOK dl¢iimii icin:

Doku orneklerinden alinan 1 gr 6rnek tlizerine 9 ml working solution (0,15 M KCI) ilave
edilerek, 9500 rpm’de birka¢ dakika siireyle buz iistiinde homojenize edilir. Homojenatlar
eppendorf tiiplerine aktarilarak 4000xg’de 10 dk +4 °C’de santrifiij edildi ve siipernatant
ayrilir. Ayrilan siipernatantlar spektrofotometrik MDA, TAK ve TOK diizeyi 6l¢iimiinde
kullanilir.

3.3.2. Fe, Cu, Zn ve Se olciimii icin:

Doku orneklerinden bistiiri ile alinan parcalar hassas terzide tartilarak gram cinsinden
degerleri belirlendi. Bu 6rnekler 1s1ya dayanikli steril cam tiiplere konularak tizerlerine 1 ml
HNO3 (Nitrik asit) ilave edildi. Onceden 100 °C’ ye ayarli etiivde yaklasik yarim saat kadar
bekletildi. Daha sonra etiivden alinarak oda sicakliginda sogumaya birakildi ve iizerlerine 1
ml HCIO3 (perklorik asit) ilave edildi. 100 °C’ ye ayarh etiivde yaklasik yarim saat kadar
bekletildi. Daha sonra etiivden alinarak oda sicakliginda sogumaya birakildi ve iizerlerine
dH,0 ilave edilerek 10 ml ye tamamlandi.

3.4  Kan orneklerinin alinmasi:

Sicanlardan alinan enjektorle alinan kanlar diiz tiip ve EDTA’L tiiplere alindi. Eser
Element, Total Antioksidan Kapasite ve Total Oksidan Kapasite Ol¢iimleri igin diiz tiipe
alman kan 5000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi, serum kismi ayrildi ve calisma giiniine
kadar -20 "C’de sakland1. Lipit peroksidasyonu i¢in EDTA’l tiiplere alinan kanlar 4000 rpm’
de 5 dakika santrifiij edildi ve plazmasi ayrilip -20 "C’de 6l¢iim yapilncaya kadar saklandi.

3.4.1. Serumda Eser Element (Fe, Cu, Zn ve Se) Diizeyinin Belirlenmesi

Alman kan 6rneklerin serumlari -20 'C’ den alinarak oda sicakligina gelmesi beklendi.
Daha sonra serum Ornekleri tizerine bidistile su ilave edilerek toplam hacim 10ml ye
tamamlandi.

Eser element 6l¢timleri i¢in Titrisol 1000 +£0,002mg (Merck) standart stok soliisyonundan
demir, bakir, ¢inko ve selenyum igin 0.5, 1, 2g/mg’lik standart stok ¢ozeltiler hazirlandi.
Blank olarak bidistile su kullanildi. Alette her elemente ait 6zel dalga boyuna 151k veren HCL
(Hollow Cathod Lamp) lambalari ile yine her elemente uygun hava-asetilen gaz karigimr slit
araligi, HCL ve BGC (Back Ground Correction) modlart segildi. Shimadzu AA-6800
Absorbsiyon aletine standart ¢ozeltiler verilmek suretiyle her bir elementin konsantrasyon-
kalibrasyon grafikleri ¢izildi. Her grubun serum &rneklerinden Fe, Cu ve Zn diizeyleri Alevli
Atomik Absorpsiyon Spektrofotometresinde; Se diizeyleri ise Grafit Atomik Absorpsiyon

Spektrofotometresinde belirlendi.
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Prensip: Belirli yogunluktaki 1s1k temel durumdaki atomlara verildiginde bu 1s18mn bir
kism1 atomlar tarafindan absorbe edilir. Absorbsiyon oran1 atomik yogunluga gore belirlenir.
Isik Iy yogunlugunda yollandiginda ¢ yogunluklu ortamda 1 yolunu geger (Sekil 14).

Density C

Sekil 14. Atomik absorbsiyon prensipleri

Isik bu yogunluk tarafindan emilir ve yogunlugu zayiflamis I elde edilir. I ve I
arasinda asagidaki formiil uygulanir.

I= |o.e'k/C (Lambert-Beer's yasasina gore absorbans degeri)

Yukaridaki formiil absorbans atom yogunlugu ile orantili oldugunu gosterir. Absorbans
ornegin; 0.5, 1, 2 konsantrasyonlarda verilen standart ¢ozeltiler lizerinden ¢izilir ve lineer
dogru seklinde kalibrasyon grafigi elde edilir. Bilinmeyen bir numune absorblandiginda

konsantrasyonu, bu kalibrasyon grafiginden belirlenebilir (Sekil 15).

031
) Absorbance of
£ 0.2 unknown sample.
‘g L
2
-log(1/1,) ¥

Concentration of unknown
ample

{Concentration (ppm)

Sekil 15. Kalibrasyon grafigi

Demir, bakir, ¢inko ve selenyum elementleri igin Atomik absorpsiyon cihazindan elde

edilen kalibrasyon grafikleri sekil 16°da verildi.
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Sekil 16. Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi kalibrasyon grafigi

3.4.2 Serumda Total Oksidan Kapasite (TOK) Diizeyinin Belirlenmesi

Serumda TOK Erel tarafindan gelistirilen kolorimetrik yonteme gore oOlgiilecektir.

Olgiimler ticari kit (Rel-Assay-Dragrastics-Total Oxidant Status) kullanilarak yapilmustir.

Analizde standart 1’in hazirlanmasi i¢in kiivete 500uL reagent 1 eklenmis ve tlizerine 75

uL standart 1 eklenmistir. Standart 2°nin hazirlanmasi i¢in kiivete 500puL reagent 1 eklenmis
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ve iizerine 75uL standart 2 eklenmistir. Ornek i¢in kiivete 500uL reagent 1 eklenmis ve
tizerine 75uL 6rnek eklenmistir. Elde edilen karigimlar 530nm ‘de ilk absorbans okunmustur.
Aymi kiivetlere 25uL reagent 2 konularak 37 'C’ lik su banyosunda 5 dakika inkiibe
edilmistir. Ikinci kez 530nm’de absaorbansi almmustir.

Hesaplama

Standart 1’in absorbansi | Standart 1’in ikinci absorbansi — Standart 1’in ilk absorbansi

(A)

Standart 2’nin absorbansi | Standart 2’in ikinci absorbansi — Standart 2’in ilk absorbansi

(B)

Omegin absorbansi (C) | Ornegin ikinci absorbans1 — Ornegin ilk absorbansi

SONUC (S, pumol H,0, | (Standart 1’in absorbansi — Ornegin absorbansi) / (standart 1’in

Ekivalent/L) absorbansi— Standart 2’nin absorbansi) * Standart 2’nin degeri

S (umol H,0, Ekivalent/L )=(A-C) xD
(A-B)

Standart 2’nin degeri (D) | 20 umol H,O, umol H,O, Ekivalent/L

Prensip

Ornekte bulunan oksidanlar, Fe*> —O" dianisidine kompleksini Fe** iyonuna okside eder.
Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan gliserol molekiilleri ile
arttirilir. Fe* iyonu asidik ortamda ksilenol oranj ile renkli bir kompleks yapar. Renk siddeti,
ornekte bulunan oksidan molekiillerinin miktar1 ile orantilidir ve spekrofotometrik olarak
dlciilebilir. Olgiim hidrojen peroksit ile Kalibre edilir ve sonuglar pmol H,O, Ekivalent/L
olarak ifade edilir.

3.4.3. Serum Total Antioksidan Kapasite (TAK) Diizeyinin Belirlenmesi

Erel tarafindan gelistirilen bir yontem olup giiclii serbest radikallere kars1 viicudun total
antioksidan kapasitesini 6l¢en bir metottur. Serumda total antioksidan diizeyleri ticari kit
(Rel-Assay-Dragrastics-Total Antioxidant Status) kullanilarak yapilmistir. Analizde standart
I’in hazirlanmas1 i¢in kiivete 500uL reagent 1 eklenmis ve iizerine 30pL standart 1
eklenmistir. Standart 2’nin hazirlanmasi i¢in kiivete 500uL reagent 1 eklenmis ve iizerine
30pL standart 2 eklenmistir. Ornek icin kiivete 500uL reagent 1 eklenmis ve iizerine 30uL
ornek eklenmistir. Elde edilen karisimlar 660nm ‘de ilk absorbans okunmustur. Ayni
kiivetlere 75uL reagent 2 konularak 37 °C’ lik su banyosunda 5 dakika inkiibe edilmistir.

Ikinci kez 660nm’de absorbansi alinmustir.
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Hesaplama

Standart 1’in absorbansi | Standart 1’in ikinci absorbansi — Standart 1’in ilk absorbansi

(A)

Standart 2’nin absorbansi | Standart 2’in ikinci absorbansi — Standart 2’in ilk absorbansi

(B)

Ornegin absorbansi (C) | Ornegin ikinci absorbans1 — Ornegin ilk absorbans1 B

SONUC (S, mmol | (Standart 1’in absorbans1 — Ornegin absorbansi) / (standart 1’in

Trolox ekivalent/L) absorbansi— Standart 2’nin absorbanst)

S (mmol H,0, Ekivalent/L )=(A-C) xD
(A-B)

Standart 2’nin degeri (D) 20 mol H,0, Ekivalent/L

Prensip

Indirgenmis ABTS molekiilii asit ortamda (asetat tamponu, 30 mmol/L, pH:3,6) H,0,
kullanilarak ABTS®" molekiiliine okside edilir. Asetat tampon soliisyonunda, konsantre (koyu
yesil) ABTS®" molekiilii uzun siire dayanikliligmni korur. Yiiksek pH’ daki daha konsantre bir
asetat tampon sollisyonu (asetat tamponu, 0,4 mol/L, pH:5,8) ile diliie edildiginde, renk
kendiliginden yavasca agilir. Ornekte bulunan antioksidanlar konsantrasyonlari ile orantili
olarak renkteki agilmay1 hizlandirirlar. Bu reaksiyon spektrofotometrik olarak izlenebilir ve
renkteki acilma total antioksidan kapasite ile ters orantilidir. Reaksiyon hizi, total antioksidan
kapasite Ol¢iim yontemleri i¢in geleneksel standart olarak kullanilan Trolox ile kalibre edilir.

Ol¢iim sonuclar1 mmol Trolox ekivalent/L olarak ifade edilir.

3.5.0Oksidatif Stres Indeksinin (OST) Hesaplanmasi

Oksidatif Stres Indeksi =TOS (umol H,O, Ekivalent/L) X 100
TAS(umol Trolox Ekivalent/L)

Hesaplama yapilmadan Once Total antioksidan kapasitenin birimi mmol Trolox

Ekivalent/L den pmol Trolox Ekivalent/L’ ye doniistiiriilmiistir.

3.6.Plazmada Lipit Peroksidasyonu (MDA) Tayini
Plazma MDA diizeyleri Yagi ve ark tarafindan tanimlanan spektrofotometrik metodun

modifikasyonu ile dlgiilecektir.
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Analizde ol¢limler igin;
e %75’lik TBA (Tiyobarbitiirik Asit)
® %30’luk TCA (Triklorasetik Asit)
e 5 Molarlik HCL (Hidroklorik Asit) hazirlandu.
Kimyasllardan 1.5 ml TBA, Iml TCA ve 0.1ml HCL cam tiiplere konuldu ve 37 "C’lik su
banyosunda 15 dakika inkiibasyona birakildi. Ayni tiiplerin ig¢ine 0.2ml plazma eklendi.
Tiipler 100°C’lik su banyosunda 15 dakika tutuldu. Tiipler soguduktan sonra 5000 rpm’de 10

dakika santrifiij edildi. Elde edilen karisim kiivetlere konularak 535nm de absorbans1 okundu.

Hesaplama:
SONUC = [(absorbans) / (1,56 x 10°)]

Prensip

Plazma MDA diizeyleri Yagi ve ark tarafindan tanimlanan spektrofotometrik metodun
modifikasyonu ile Olgiildii. Bu yontem, Lipid peroksidasyonun bir iiriinii olan MDA'nin
tiyobarbiitirik asit (TBA) ile reaksiyonu sonucu olusan pembe rengin 535 nm dalga boyunda

spektrofotometrik 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir (nmol/mL veya nmol/gr).

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Istatistiksel degerlendirme igin Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik
Anabilim Dali’na kayith SPSS 17.0 istatistik programi kullanilarak yapildi. Sonuglar
ortalamatstandart sapma olarak verildi.Gruplar arasindaki karsilagtirmalar Kruskal Wallis
testi post-hoc Mann Whitney U test kullanilarak yapildi. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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BULGULAR

Sican Beyin Dokusu Verileri
Beyin dokularinda yapilan dlgiimlerden elde edilen TAK, TOK, OSI; MDA, Zn, Fe,

Cu ve Se 6l¢timleri tablo 2’ de verilmektedir.

Tablo 2A. Beyin dokusu sonuglari

Grup TAK TOK OSi MDA Fe Se
No (mmol H,O, | (umol Trolox (nmol/g) (ng/g) (ng/g)
Ekivalent/L) Ekivalent/L)
1 4,56+0,31 1,16+0,17 0,03+0,00 2,45+0,77 11,42+£5,11 | 2,88+1,71
2 |3,62+0,26 § 1,10+£0,21 0,03+0,00 1,99+0,67 13,6444,35 | 2,32+1,90
3 538025 3,60£0,529 | 0,07+0,019 |3,90+0,729 | 10,93+4,04 | 1,96+1,02
4 5554026 % 3,70£020 & | 0,07+0,04% | 4,86+025% |9,94+337 | 1,57+0,39
5 5,30+0,31 # 1,59+0,34 # 0,03+0,06 3,72+0,23 # 11,25+£5,14 | 2,12+1,41

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu, Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Yp= grup?2 ile grup 3; ip= grup?2 ile grup 4; #p= grup? ile grup 5 karsilastirlmigtir. (p<0.05).

Tablo 2B. Beyin dokusu sonuclari

Grup No Cu Zn Cu/Zn orani
(ng/g) (ng/g)
1 32,69+4,93 6,65+3,54 5,83+3,23
2 20,40+6,54 9,04+£3,13 2,60+1,34
3 47,444,014 12,75+2,36 3,60+2,93
4 25,47+6,07 9,76+2,39 2,92+1,60
5 30,74+8,16 9,34+3,91 4424325

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Yp= grup2 ile grup 3; Lp= grup2 ile grup 4; #p= grup?2 ile grup 5 karsilagtirlmustir. (p<0.05).
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RT grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda TAK diizeyinin RT grubunda azaldig
(p<0,05), TOK, MDA, Zn, Fe, Cu ve Se diizeyelerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli
degildir. Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda grup 3’te TAK, TOK, MDA ve OSI diizeyinin
artarken Cu diizeyi azald1 (p<0.05) Grup2 ile grup 4 karsilastirildiginda grup 4’te; grup 2 ile
grup5 karsilastirildiginda grup 5’te TAK, TOK, MDA diizeyinin artig1 belirlendi (p<0.05).
Ayrica grup 2 ile grup 4 karsilastirildiginda grup 4°te OSI diizeyinin artigi goriildi (Sekil 17)

Cu/Zn oraninda gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Sekil 17: Beyin dokusu TAK sonucu
Sican Bobrek Dokusu Verileri
Bobrek dokularinda yapilan dl¢timlerden elde edilen TAK, TOK, OSi, MDA, Zn, Fe,

Cu ve Se ol¢timleri tablo 3°de verilmektedir.

Tablo 3A. Bobrek dokusu sonuclari

Grup TAK TOK OSI MDA Fe Se
No (mmol H,0, (umol Trolox (nmol/g) (ng/g) (ng/g)
Ekivalent/L) Ekivalent/L)
1 | 3,58+0,45 0,99+0,34 0,03+0,09 | 11,44+1,41 | 40,83+£3,61 | 2,37+1,04
2 | 2,98+0,67 2,12+0,91 0,07+0,03§ | 10,25+1,31 | 27,7342,56 | 1,31£1,11
3 |4,50+0,62 9 3,02+1,27 0,07£0,03 | 7,68+0,699 | 9,80+2,75 | 1,1940,55
4 | 4,16+£0,21% 6,70+1,53% 0,16+0,03% | 7,34+1,30% | 10,76+1,90 | 1,86+0,53
5 |2,89+0,48 2,9240,71 0,10+0,03 | 10,06+1,5 | 11,974+2,89 | 1,414+0,90

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Yp= grup?2 ile grup 3; Ip= grup2 ile grup 4; #p= grup?2 ile grup 5 karsilastirlmigtir. (p<0.05).
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Tablo 3B. Bobrek dokusu sonuclari

Grup Cu Zn Cu/Zn orani
No (ng/g) (ng/g)
1 70,05+5,16 12,26+3,16 6,30+5,70
2 153,15+8,57 § 13,97+5,59 10,62+2,99
3 31,90+2,34 21,23+1,10 1,82+1,739p
4 79,98+4,03 12,99+4,57 6,61+2,75
5 91,374+4,26 15,93+1,03 7,82+5,26

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Yp= grup?2 ile grup 3; ip= grup2 ile grup 4; #p= grup2 ile grup 5 karsilastirlmigtir. (p<0.05).

RT grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda OSI ve Cu diizeyinin RT grubunda artigi
belirlendi (p<0,05). Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda grup 3’te TAK diizeyinin artarken,
MDA diizeyi azaldi (p<0.05). Ayrica Cu/Zn oraninin grup 3’te azaldi (p<0.05). Grup 2 ile
grup 4 karsilastinildiginda grup 4’te TAK, TOK ve OSI diizeyinin artig;, MDA diizeyinin
azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Sekil 18).
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Sekil 18: Bobrek dokusu MDA sonucu

Sican Dalak Dokusu Verileri

Dalak dokularinda yapilan lgiimlerden elde edilen TAK, TOK, OSI, MDA, Zn, Fe,

Cu ve Se ol¢timleri tablo 4> de verilmektedir.

Tablo 4A. Dalak dokusu sonuglari

Grup TAK TOK OSi MDA Fe Se
No (mmol H,0, (nmol Trolox (nmol/g) (ng/e) (ng/g)
Ekivalent/L) Ekivalent/L)

1 |3,78+0,83 3,08+1,46 0,09+0,06 | 10,10+2,16 | 38,12+0,82 | 5,09+1,55
2 | 1,89+0,43§ 4,11+0,41 0,40+0,03§ | 12,62+1,40 | 73,88+5,70§ | 2,1540,59§
3 |3,37+0,579 3,91+0,70 0,12+0,059 | 15,79+1,439 | 37,78+1,549 | 1,05+0,50
4 ]3,50+0,64 2,81+0,95 0,08+0,03% | 11,55+£3,30 | 34,17£1,90 1,95+0,53
5 |4,03+0,444 3,27+0,91 0,08+0,02¢ | 10,64+1,50 | 54,79+1,79% | 1,63+0,45

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup

§p= grupl ile grup 2; Jp= grup?2 ile grup 3; Ip= grup2 ile grup 4; #p= grup?2 ile grup 5 karsilagtirlmigtir. (p<0.05).
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Tablo 4A. Dalak dokusu sonuglari

Grup Cu Zn Cu/Zn orani
No (ng/g) (ng/g)
1 27,77+1,24 18,22+0,80 1,37+0,55
2 9,60+2,53§ 17,84+1,47 1,55+0,34
3 34,03+6,83] 12,27+3,86 2,92+1,709
4 35,32+1,11 18,49+3,57 1,98+0,74
5 44,33+5,904 21,57+3,21 2,09+0,43

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu, Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Yp= grup?2 ile grup 3; ip= grup2 ile grup 4; #p= grup? ile grup 5 karsilastirlmigtir. (p<0.05).

RT grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda RT grubunda TAK, Cu ve Se diizeyinin
azaldigi, OSI ve Fe diizeyinin artig1 belirlendi (p<0,05). Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda
grup 3’te TAK, MDA, Cu diizeyinin artarken OS] ve Fe diizeyi azald: (p<0.05). Grup 2 ile
grup 4 karsilastirildiginda grup 4’te; grup2 ile grup5 karsilastirildiginda grup 5°te TAK, Fe ve
Cu diizeyinin artig1 OSI diizeyinin azaldig1 belirlendi (p<0.05) (Sekil 19). Cu/Zn oraninda

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Sekil 19: Dalak dokusu Fe sonucu

Sican Ince Bagirsak Dokusu Verileri
Ince bagursak dokularinda yapilan lgiimlerden elde edilen TAK, TOK, OSI; MDA,

Zn, Fe, Cu ve Se olgtimleri tablo 5° de verilmektedir.
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Tablo 5A. ince bagirsak dokusu sonuglar

Grup TAK TOK OSi MDA Fe Se
No (mmol H,O, | (umol Trolox (nmol/g) (ng/g) (ng/0)
Ekivalent/L) Ekivalent/L)
1 1,69+0,16 3,42+0,85 0,20+0,05 7,06+1,59 5,93+0,59 2,93+0,57
2 |0,42+0,218 436+0,29§ | 1,25+0,5§ | 9,55+1,918 | 11,67+4,37 | 4,46+2,27
3 3,90+0,659 4,29+0,49 0,11+0,02 10,46+2,02 | 9,34+0,41 4,83+0,35
4 | 3,00+0,647 3,85+0,95 0,13+0,02 | 9,44+0,64 | 10,57+0,90 | 5,04+0,24
5 1,65+0,444 4,28+0,91 0,26+0,07 5,10+1,50 9,04+5,66 2,83+0,45

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu, Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; p= grup2 ile grup 3; ip= grup2 ile grup 4; #p= grup2 ile grup 5 karsilastirlmistir. (p<0.05).

Tablo 5B. Ince bagirsak dokusu sonuclar

Grup Cu Zn Cu/Zn orani
No (ng/g) (ng/g)
1 71,61+4,66 28,74+1,61 2,424+0,34
2 52,02+2,84 26,97+1,69 2,15+0,65
3 10,85+0,83 14,961,209 0,83+0,529
4 14,30+0,99% 14,22+1,88% 1,10+0,32%
5 13,19+£5,104 9,84+3214 1,45+0,704

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Ip= grup? ile grup 3; Lp= grup2 ile grup 4; #p= grup?2 ile grup 5 karsilastirlmustir. (p<0.05).

RT grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda TAK diizeyinin RT grubunda azaldig,
OSl, TOK ve MDA diizeyinin artig1 belirlendi (p<0,05). Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda
grup 3’te TAK, diizeyinin artarken OSI, Cu ve Zn diizeyi ve Cu/Zn orani azald1 (p<0.05).
Grup 2 ile grup 4 karsilastinnldiginda grup 4’te TAK diizeyinin artigi, OSI, Cu ve Zn
diizeyinin ve Cu/Zn oranmnin azaldigr belirlendi (p<0.05). Grup 2 ile grup 5
karsilastinildiginda grup 5°te TAK, diizeyinin art1§1, OSi, MDA, Cu ve Zn ve Cu/Zn oraninin
azaldig1 diizeyinin azaldig: belirlendi (p<0.05) (Sekil 20).
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Sekil 20: Ince bagirsak dokusu TAK sonucu
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Sican Kalin Bagirsak Dokusu Verileri
Kalimn bagursak dokularinda yapilan dlgiimlerden elde edilen TAK, TOK, OSI; MDA,
Zn, Fe, Cu ve Se olgtimleri tablo 6 de verilmektedir.

Tablo 6A. Kalin bagirsak dokusu sonuclar:

Grup TAK TOK 0Si MDA Fe Se
No (mmol H,0, (uwmol Trolox (nmol/g) (ng/g) (ng/0)
Ekivalent/L) Ekivalent/L)
1 3,79+0,41 4,23+0,47 0,11+0,02 3,82+0,59 6,20+3,80 6,88+2,59
2 | 1,60+0,708§ 5,26+0,69§ 0,40+0,04§ | 1,71+0,24§ | 14.67+1,41 | 4.31+2,50
3 1,57+0,58 4,100,839 0,29+0,04 0,600,379 | 18,30+3,879 | 4,28+2,69
4 1,88+0,55 5,61+0,75 0,32+0,02 4,47£0,44% | 6,262,871 4,46+2,50
5 1,61+0,64 2,69+0,934 0,28+0,03 1,24+0,22 4,80+2,604 4,29+2 .50

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Jp= grup2 ile grup 3; Lp= grup2 ile grup 4; #p= grup?2 ile grup 5 karsilagtirlmustir. (p<0.05).

Tablo 6B. Kalin bagirsak dokusu sonuglari

Grup Cu Zn Cu/Zn orani
No (ng/g) (ng/g)
1 8,82+3,05 31,12+1,88 0,34+0,15
2 33,24+1,84§ 22,97+1,45 1,97+1,28§
3 2,11+1,108 18,30+1,76 0,13+£0,079
4 9,24+6,23% 29,57+1,90 0,33+0,17%
5 3,27+1,374 15,21+0,73 0,39+0,214

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu, Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Yp= grup?2 ile grup 3; ip= grup2 ile grup 4; #p= grup? ile grup 5 karsilastirlmigtir. (p<0.05).

RT grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda TAK, MDA diizeyinin RT grubunda
azaldigi, OSI, TOK ve Cu diizeyinin ve Cu/Zn oraninin artig1 belirlendi (p<0,05). Grup 2 ile
grup 3 karsilagtirildiginda grup 3’te Fe, diizeyinin artarken TOK, MDA, Cu diizeyi ve Cu/Zn
orani azald1 azaldi (p<0.05) Grup 2 ile grup 4 karsilastirildiginda grup 4’te MDA diizeyinin
artigi, Cu, Fe ve Cu/Zn oraninin azaldigi belirlendi (p<0.05). Grup 2 ile grup 5
karsilastirildiginda grup 5’te, TOK, Fe, Cu ve ve Cu/Zn oraninin azaldigi belirlendi (p<0.05)

(Sekil 21).
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Sekil 21: Kalin bagirsak dokusu TOK sonucu
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Sican Karaciger Dokusu Verileri

Karaciger dokularinda yapilan 6l¢iimlerden elde edilen TAK, TOK, MDA, Zn, Fe, Cu

ve Se Olgtimleri tablo 7’de verilmektedir.

Tablo 7A. Karaciger dokusu sonuclar:

Grup TAK TOK 0Si MDA Fe Se
No (mmol H,0, (umol Trolox (nmol/g) (ng/g) (ng/0)
Ekivalent/L) Ekivalent/L)
1 3,60+0,17 0,78+0,38 0,02+0,01 4,50+0,75 6,46+0,65 0,98+0,41
2 3,98+0,248§ 1,91+0,52§ 0,04+0,01§ | 4,22+0,70 6,63+1,38 1,19+0,57
3 3,670,259 1,35+0,45 0,03+0,01 5,410,729 | 9,43+£0,609 | 0,95+0,25
4 3,68+0,15% 0,97+0,42% 0,02+0,01 5,1540,35% | 7,64+1,87 0,88+0,17
5 3,90+0,26 0,81+0,514 0,02+0,01 3,37+0,33% | 7,51+3,86 1,04+0,31

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,

Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup

§p= grupl ile grup 2; Yp= grup?2 ile grup 3; ip= grup2 ile grup 4; #p= grup? ile grup 5 karsilastirlmigtir. (p<0.05).

Tablo 7B. Karaciger dokusu sonug¢lari

Grup Cu Zn Cu/Zn orani
No (ng/g) (ng/g)
1 9,64+4,12 21,68+4,55 0,46+0,21
2 65,43+1,27§ 23,33+2,33 2,82+0,59§
3 28,754+2.87q 24,31+1,05 1,18+0,149
4 32,62+1,78% 22,61+3,94 1,51+0,86%
5 4731+1,874 24,53+5,41 2,10+0,51

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Yp= grup?2 ile grup 3; Ip= grup2 ile grup 4; #p= grup?2 ile grup 5 kargilagtirlmigtir. (p<0.05).
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Sekil 22: Karaciger dokusu Cu sonucu

RT grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, RT grubunda OSI, TAK, TOK, Cu
diizeyinin ve Cu/Zn oraninin artig1 belirlendi(p<0,05). Grup 2 ile grup 3 karsilastirildiginda
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grup 3’te MDA, Fe diizeyinin artarken, TAK, Cu diizeyi ve Cu/Zn orani azald1 (p<0.05) Grup
2 ile grup 4 karsilastirildiginda grup 4’te, MDA diizeyinin artig1, TAK, TOK, Cu diizeyinin ve
Cu/Zn oranimin azaldig belirlendi (p<0.05). Grup 2 ile grup 5 karsilagtirildiginda grup 5’te,
MDA, TOK, Cu diizeyinin azaldig1 belirlendi (p<0.05). Grup 2 ile grup 5 karsilastirildiginda
grup 5’te Cu/Zn oraninda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 22) .

Sican Serum Ornekleri Verileri
Serum Orneklerinden yapilan 6l¢iimlerden elde edilen TAK, TOK, OSi, MDA, Zn, Fe,

Cu ve Se ol¢iimleri tablo 8 de verilmektedir.

Tablo 8A. Serum sonuglari

Grup TAK TOK 0OSi MDA Fe Se
No | (mmol H,O, | (umol Trolox (nmol/mL) (ng/dl) (ng/dI)
Ekivalent/L) | Ekivalent/L)
1 |5,52+0,23 10,19+2,16 0,19+0,04 4,96+1,54 | 299,95+10,38 | 30,71+5,91
2 | 4,79+0,46§ 9,38+0,69 0,19+0,02 4,74+1,97 | 396,52+16,33 | 31,2542,81
3 | 5,24+0,159 10,89+1,47 0,20+0,02 3,21+0,85 | 299,95+10,38 | 30,11+2,53
4 | 527+0,16% 7,99+0,96 0,15+0,02% 5,43+2,14 | 259,88+7,24 34,34+1,14
5 |]5,33+0,294 12,03+0,93¢ | 0,22+0,01 6,69+2.33 | 290,58+12,91 | 26,92+8,52

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan
grup, Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup

§p= grupl ile grup 2; Ip= grup2 ile grup 3; Ip= grup2 ile grup 4; #p= grup? ile grup 5 karsilagtirlmistir. (p<0.05).

Tablo 8A. Serum sonuglari

Grup Cu Zn Cu/Zn orani
No (ng/dl) (ng/dh
1 59,12+1,40 158,34+19,25 1,88+0,61
2 143,66+20,02§ 120,93+10,73§ 3,36+1,64§
3 125,58+7,559 163,65+£11,049 2,50+1,31
4 121,62+18,85% 151,81+5,80% 1,70+0,44%
5 137,95+4,69 146,83+8,80 1,96+0,414

Grup 1 : kontrol grubu; Grup 2 : RT grubu , Grup 3 : RT+ melatonin (MEL) uygulanan grup, Grup 4 : RT+amifostin (AMF) uygulanan grup,
Grup 5 : RT +AMF+MEL uygulanan grup
§p= grupl ile grup 2; Ip= grup? ile grup 3; fp= grup2 ile grup 4; #p= grup2 ile grup 5 karsilagtirlmistir. (p<0.05).

RT grubu ile kontrol grubu karsilastirildiginda, RT grubunda, Cu diizeyinin ve Cu/Zn
oraninin artig; TAK, Zn diizeyinin azaldigi belirlendi (p<0,05). Grup2 ile grup 3
karsilagtirildiginda grup 3’te TAK, Zn diizeyinin artarken, Cu diizeyi ve Cu/Zn oran1 azaldi
(p<0.05). Grup2 ile grup 4 karsilastirildiginda grup 4’te, TAK, Zn diizeyinin artig1, OSI ve
belirlendi (p<0.05). Grup2

Cu diizeyinin ve Cu/Zn oraninin azaldigi ile grup5
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karsilastirildiginda grup 5°te, TAK, TOK diizeyinin artigi, Cu/Zn oraninin azaldigi belirlendi
(p<0.05) (Sekil 23).
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Sekil 23: Serum TAK sonucu
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TARTISMA

Gilinimiizde iyonizan radyasyona neden oldugu hiicresel hasarlarin patogenezinde
oksidatif stresin onemi kanitlandiktan sonra, antioksidanlarin bu alanda koruyucu amagh
kullaniminin arastirildigi ¢ok sayida calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarin ¢ogunda, serbest
radikalleri siipiiriicii kapasiteyi artirmaya yonelik antioksidan destegi yapilmis ve birgok
sistem tizerine faydali etkileri oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara ragmen, iyonizan radyasyon
tedavisinde antioksidanlarin klinik kullanimi, yapilan caligmalarda ¢ok fazla degiskenlik
gosterdiginden tartismali bir konu olarak kalmistir (1,2,8,12).

Iyonizan radyasyon organizmalar icin toksiktir ¢iinkii temel makromolekiillerin
yapisinda zararli degisikliklere neden olur. Iyonizan radyasyon, oksidatif hasara neden oldugu
bilinen bir karsinojendir ve DNA molekiiliine hasar verdigi onceki calismalarda rapor
edilmistir. Iyonizan radyasyon ile meydana gelen, DNA hasarinin yaklasik % 60-70’i suyun
radyolizi ile olusan, .hidroksil (OH) molekiillerinden kaynaklanir. DNA’nin yani sira, lipit ve
protein molekiilleri de iyonizan radyasyonla olusan serbest radikaller tarafindan zarar
goriirler. Hiicre ve niikleus zarlarinda pargalanmaya kadar giden zararlarin onemli bir
kismmin da lipit peroksidasyonu ile olustuguna inanilmaktadir. Oksijen radikali kaynakli
doku hasarinin gelismesinde de katkida bulunan bir faktdr oldugu one siiriilmiistiir. Hiicre
disinda tiretilen serbest radikaller, hiicre bilesenleriyle etkilesmeden dnce hiicre zarin1 gegmek
zorundadirlar. Oksijen molekiiliiniin membran lipitlerine karsi1 yiiksek affinitesi oldugundan
hiicre zar1, serbest radikal reaksiyonlar1 i¢in dnemli bir hedeftir. Serbest oksijen radikalleri,
membranlarda bulunan doymamis yag asitlerine baglanarak lipit peroksidasyonuna neden
olur. Lipit peroksidasyonu, oksidatif stresin en 6nemli sonuglarindan biridir. Hiicre yap1 ve

biitlinliigiiniin bozulmasina ve kanser gibi birgok hastaligin olusumuna katki sagladigi
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bilinmektedir (1,2,12). Son yillarda yapilan ¢alismalarda ratlarda radyasyon 6ncesi melatonin
kullantminin MDA diizeyini azalttig1 bildirilmistir. Tiim viicut 1ginlanan ratlarda artan lipit
peroksidasyonuna bagli olarak karaciger, beyin, dalak, bagirsak ve bobrek dokularinda hasar
olusmaktadir. Melatonin uygulamasi lipid peroksidasyonunu bastirir ve oksidatif hasara karsi
koruyucu etki gosterir. Melatonin, etkili bir anti-oksidan ve serbest radikal stipiiriictidiir.
Melatonin kiiciikk boyutu ve yiiksek diizeyde lipofil olmasi nedeniyle, kolayca biyolojik
membranlardan gecer ve hiicrenin tiim bolmelerine ulasir. Endojen ve eksojen serbest
radikallere maruz kalan DNA, lipit ve protein molekiillerindeki hasarlara karsi melatoninin
koruyucu etkisi vardir (2,42,62).

Tim viicut 1ginlamasi uygulanan hastalarda plazma toplam antioksidan kapasitesinin
azaldigi bulunmustur. Bagisiklik sisteminin oksidatif strese karsi olan savunma
mekanizmasina katkist muhtemelen dogrudan degildir. Canli organizmadaki bagisiklik
sistemi digindaki sistemler de savunma mekanizmasinin verimi yaninda bagisiklik sisteminin
de islevini artirmaktadir. Bu mekanizmalardan biri olan insan serum total antioksidan
kapasitesi serum melatonin diizeyi ile direkt bir iliski gostermektedir. Glioblastom
hastalarinda uygulanan beyin radyoterapisi ile birlikte melatonin uygulandiginda (tek basina
radyoterapi ile karsilastirildiginda), radyasyona baglh toksisitede bir azalma ve buna bagl
olarak sag kalim oranin da bir artma bildirilmistir.(40-42).

Calismamizda, kullandigimiz amifostin maddesi ilk kez 1950 yillarinda Amerikan
ordusu tarafindan askeri personeli radyasyon maruzundan korumak igin gelistirilmistir.
Amifostinin, ABD’de ilerlemis over kanserlerinde ve kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde sisplatin tedavisinin nefrotoksisitesini onlemek ve bag-boyun kanserlerinde
postoperatif radyoterapiden sonra olusan kserostomiyi dnlemek i¢in kullanimi onaylanmustir.
Amifostin, ¢esitli hiicre tiplerini radyasyona bagli hasardan korudugu cesitli ¢aligmalarda
gosterilmistir. Radyasyon ve kemoterapiye bagli hiicresel hasari, serbest oksijen
radikallerini ortadan kaldirarak ve sitotoksik ajanlarin reaktif metabolitlerini detoksifiye
ederek Onler. Amifostin ayrica endotel hiicre proliferasyonunu ve miiteakip
neovaskiilarizasyonu indiikler. Neovaskiilarizasyonunda yara iyilesmesinde Onemli
asamalardan birisi oldugu kanitlanmigtir. Amifostin, normal dokularin efektif bir
radioprotektanidir ve radyasyon terapisinin anti-timor aktivitesine negatif bir etki yapmaz.
Amifostin, kanser tedavisi i¢in kullanilan radyoterapi sonucu normal dokuda olusan hasari
onlemeye yonelik olarak kullanilan (FDA onayli) tek radyoprotektor ajandir. Bir organik
tiyofosfat olan amifostin normal dokularda alkalen fosfataz ile defosforile olarak aktif
metaboliti olan tiyole doniisiir. Radyasyon ve sisplatinin etkilerine karsin normal dokular1

koruma yetenegine sahiptir. Amifostinin bu etkisi normal dokularda kapiller fosfataz
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aktivitesinin yiiksek olmasina, pH degerinin yiiksekligine ve tiimor dokularmin daha iyi
damarlanmasma baglidir. Bu sebeple serbest tiyol metaboliti normal dokularda tiimor
dokularina gore daha hizli olusur ve normal hiicreler tarafindan hizla alinir. Son zamanlarda
amifostinin radyoprotektor ajan olarak iizerinde sik¢a havyan deneyleri ve klinik ¢alismalar
yapilmaktadir. Tiim bu ¢alismalar amifostinin, radyoterapinin etkinligini azaltmadan, normal
dokular1 radyasyonun zararli etkilerine karsi korudugunu gostermistir (4,83,85).

Undeger ve ark yaptiklar ¢alismada 10 Gy iyonizn radyasyona maruz kalan ratlarda
DNA zincir kiriklarinin ve MDA gostergesi olan TBARS konsantrasyonunun artigini
belirtmislerdir. Ayrica radyoterapi 6ncesi melatonin uygulanan grupta DNA zincir kiriklarinin
ve lipit peroksidasyonun istatistiksel olarak azaldigini rapor etmislerdir (94). Giilyasar ve ark.
ratlarda kadmiyum toksitesi iizerine yaptiklari ¢alismada kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
kadmiyumun beyin ve kalpte anlamli diizeyde birikim gosterdigini ve melatonin uygulanan
ratlarda beyin dokusunda kadmiyum birikimine kars1 en etkili maddenin melatonin oldugunu
bulmuslardir (95). Erol ve ark. yaptiklar1 radyasyon uygulanan ratlarin beyin dokularinda
melatonin ve vitamin E’nin koruyucu etkisini arastirdiklar1 karsilagtirmali deneysel ¢aligsmada,
melatoninin radyasyonun indiikledigi serbest oksijen radikalleri nedeniyle olusan beyin
hasarmi azaltigin1 patolojik olarak gostermislerdir (96). Cakmak ve ark. 8 Gy tiim vucut
radyoterapi uyguladiklar1 ratlarin beyin dokularinda amifostinin etkisini inceledikleri
calismada, iyonizan radyasyona karsi amifostinin lipit peroksidasyonu inhibe ederek beyin
dokusunda koruyucu etki gosterdigini bulmuslardir (97). Bizim ¢alismamizda beyin dokusu
incelendiginde, sadece radyoterapi verilen grupla karsilastirildiginda, yalniz melatonin+RT,
yalniz amifostintRT ve amifostin+melatonin+RT verildigi grupta TAS, TOS ve MDA
diizeyinin artig1 (p<0.05) eser element diizeylerinin degismedigi goriildii. Ancak TAS, TOS
ve MDA’ daki bu artig miktar1 amifostin+melatoninin+RT verildigi grupta, amifostin+RT ve
melatonintRT uygulandigi gruptakilere gore daha disiiktiir. Amifostin+melatonin+RT’nin
birlikte uygulandigi durumda TAS’in, amifostin+RT ve melatonin+RT’nin uygulandigi
gruptakilere gore daha ¢ok artigi goriildii. Buradan amifostinin melatonininle birlikte
kullanilmasinin beyin dokusunda radyasyon hasarina kars1 daha etkili oldugu sdylenebilir.

Kucuktulu’nun 2012 yilinda ratlar iizerinde yaptig1 deneysel ¢aligmada, yalniz
radyoterapi ve melatonin+radyoterapi uygulayarak bobrek dokularini histopatolojik olarak
incelemislerdir(98). Radyoterapi+melatonin uygulanan grupta olusan doku hasarinin,
radyoterapi uygulanan gruba gore daha az oldugu goriilmiistiir (p<<0.05). Bu deneysel model
sonucunda, melatonin iyonizan radyasyona karsi ratlarin bobrek dokularinda koruyucu etki
gosterdigini rapor etmislerdir. Uguzalp-Kaldir ve ark. 6 Gy tek doz radyoterapi uyguladiklar

ratlarin bobrek dokular tizerinde sintigrafik degerlendirme yapmislardir. Calisma sonucunda
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amifostinin bobrek tizerinde radyoprotektif etkisini sintigrafik olarak kanitlanmiglardir. Ayni
zamanda, bobrek dokusunda radyasyona baglh olarak gelisen histopatolojik degisikliklerin
azaldigini rapor etmislerdir (99). Bizim ¢alismamizda bobrek dokusunda incelendiginde RT
uygulanan grup ile kontrol grubu karsilastirildiginda, kontrol grubunda Cu diizeyininin artigi
goriildii (p<0.05). Ayrica yalniz amifostin+RT ve yalniz melatonin+RT verilen grupta TAS ve
TOS’un arttigit MDA’ nin da azaldigi goriildi (p<0.05). Amifostin+melatonin+RT uygulanan
grupta inceledegimiz parametrelerde istatistiksel bir degisiklik gézlenmedi. Bunun sonucunda
bobrekte amifostinin ve melatoninin ayr1 ayr1 kullanilarak bobrek dokusunu RT’ye karsi
korudugu goriildi.

Ratlarin dalak dokusunda da melatoninin iyonizan radyasyon hasarma karsi koruyucu
etkisi ¢esitli calismalarda gosterilmistir. Trajkovic ve ark 8 Gy tek doz tiim vucut radyasyon
uygulanan ratlarda cesitli dokular iizerinde histopatolojik incelemelerde bulunmuslardir.
Calisma sonucunda amifostin uygulanan grupta dalak dokusu {izerine radyoprotektif etkisini
oldugunu belirtmislerdir (100). Bizim c¢alismamizda dalak dokusu incelendiginde yalniz
melatonin+RT verilen grupta MDA ve TAS’1n artig1 goriildii (p<0.05). Yalniz Amifostin+RT
ve amifostin+melatonin+RT verilen grupta TAS, Fe ve Cu’nun artigi gorildii (p<0,05).
Ayrica MDA konsantrasyonunda azalma gozlendi ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunmadi (p>0.05). Buradan amifostinin dalak dokusunda RT’ye karsi koruyucu oldugu,
melatoninin bu korumay1 tek basina gergeklestiremedigi, ancak amifostin ile birlikte
verildiginde RT’ye kars1 amifostinin radyoprotektif etkisini artirarak koruyucu antioksidan
ozellik gosterdigi gortldil.

Cassat ve ark. iyonize radyasyon uygulanan ratlar iizerinde yaptiklari ¢alismada ince ve
kalin bagirsak dokusu iizerine amifostinin koruyucu etkisi oldugunu gostermislerdir (101).
Giliney ve ark 8 Gy iyonizan radyasyon uygulan ratlarda ince ve kalin bagirsak dokulari
tizerinde yaptiklari ¢alismada melatonin uygulanan grupta TBARS konsantrasyonunun énemli
derecede azaldiginmi bulmuslardir. Calisma sonucu olarak melatoninin ince ve kalin bagirsak
dokular1 tizerine radyoprotektif etkisini belirtmislerdir (102). Bizim ¢alismamizda ince
bagirsak dokusu incelendiginde yalniz melatonin+RT ve yalniz amifostin+RT verildiginde,
RT grubuna gére MDA diizeyinin degismedigi, melatonin+amifostintRT nin uygulandig
grupta MDA diizeyininin azaldigi gozlendi (p<0.05). Ayrica Zn ve Cu diizeylerinin azaldigi
gozlendi (p<0.05). Melatonin ve amifostin birlikte verildiginde RT’ye karsi koruyucu
antioksidan ozelliklerinde artis goriildii. Kalin bagirsak dokusu incelendiginde yalniz
melatonin+RT verilen grupta MDA diizeyinin azaldig1 goriildi (p<0.05). Genel olarak Cu
diizeyi, yalniz melatonin+RT, yalniz amifostin+tRT ve melatonin+amifostin+RT verilen
grupta diistiigii gézlendi (p<0.05).
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Giilyasar ve ark. ratlarda kadmiyum toksitesi {izerine yaptiklar1 ¢alismada melatonin
uygulandiginda karaciger dokusu {izerine koruyucu etkisini gostermislerdir (95). Shirazi ve
ark. yaptiklar1 ¢aligmada tiim vucut radyasyon uygulanan ratlarin karaciger dokusunda MDA
diizeyinin artigmi ve melatonin uygulanan grupta MDA diizeyinin azaldigimi rapor
etmislerdir. Ayrica iyoniza radyasyona karsi melatoninin karaciger dokusu tlizerinde koruyucu
etkisini belirtmiglerdir (103). Cakmak ve ark. yaptig1 calismada tiim vucut radyasyon
uygulanan ratlarin karaciger dokularinda mikrozomal membranlarda 6nemli degisimlere
neden oldugunu, buna kars1 amifostinin radyoprotektif etkisini rapor etmislerdir (104). Bizim
calismamizda karaciger dokusu incelendiginde melatonin+amifostin+RT’nin birlikte verildigi
grupta MDA ve Cu diizeyinin azaldigr gorildii (p<0.05). Yalniz melatonintRT ve yalniz
amifostin+RT verilen grupta MDA diizeyi artmaktadir (p<0.05).

Shirazi ve ark. tiim vucut iyonizan radyasyon uygulanan ratlarda melatonin+RT
uygulanan grupta antioksidan enzim aktivitesininin; kontrol grubuna ve sadece RT uygulanan
gruba gore artigmi rapor etmislerdir (104). Bizim yaptigimiz g¢alisma sonucunda RT
uygulanan ratlarda serum 6rnekleri incelendiginde yalniz melatonin+RT, yalniz amifostin+RT

ve melatonin+amifostin+RT verilen grupta TAS 1n artig1 goriildii (p<0.05).
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SONUCLAR

Ratlarda iyonizan radyasyon nedeniyle dokularda olusan oksidatif hasara kars1 enzimatik

olmayan ve giiglii bir antioksidan olan melatonin ile bir radyoprotektor ajan olan amifostinin

koruyucu etkisini kargilastirmak ve eser element (demir, bakir, ¢inko, selenyum)

diizeylerindeki degisimi belirlemeyi amacladigimiz calismamizdan elde edilen sonuglar

asagidaki gibidir:

1.

8 Gy tim viicut 1sinlamasi uygulanan (melotonin veya amifostin uygulanmayan
gruptaki) ratlarin karaciger, beyin, bobrek ve kalin bagirsak dokularinin, ince bagirsak
ve dalak dokularma gore daha az etkilendigini (MDA bakimindan) belirledik.

Beyin dokusunda amifostin ile melatoninin birlikte kullanilmasinin RT’ye Kkarsi
korumada daha etkili oldugunu belirledik.

Bobrek dokusunda ise amifostinin ve melatoninin ayri ayr1 kullanilarakta RT’ ye karsi
etkili olduklarin1 belirledik.

Dalak dokusunda Amifostinin tek basina RT’ye karst koruyucu oldugunu belirledik.
Ince bagirsak, kalin bagirsak ve karaciger dokusunda melatonin ve amifostininin
birlikte kullanildiginda RT ye kars1 etkili antioksidan 6zellik gosterdigini belirledik.
Bu calismamizda melatonin ve amifostinin tek basina veya birlikte uygulanmasinin
cesitli organlardaki farkli radyoprotektif etkilerini belirleyerek; bu ajanlarla yapilacak
Klinik radyoproteksiyon calismalarinda 1sinlanan organa goére yapilacak ajan segimine

katki sagladigimiz1 diisiinmekteyiz.
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RATLARDA iYONLASTIRICI RADYASYONUN NEDEN OLDUGU
OKSIDATIF HASARA KARSI MELATONIN VE AMIFOSTININ
KORUYUCU ETKISi
OZET

Amifostin  saglikli dokulari, sitotoksik tedavilerin (alkilleyici ve platin bazli
kemoterapétikler yaninda, 6zellikle iyonizan radyasyonun) neden oldugu hasara karsi timor
hiicrelerinden daha fazla korur. Melatonin de ayni sekilde hiicre ¢ekirdegindeki DNA’y1,
iyonizan radyasyonun neden oldugu serbest radikallere kars1 korur. Bu ¢alisma melatonin ve
amifostinin ratlarda tim vucut 1sinlamasi sonucu olusan organ hasarlarina karsi koruyucu
etkisini belirlemek i¢in tasarlandi.

50 albino sican 5 gruba ayrildi ve 1sinlanmayan kontrol grubu (grup 1) disindaki her
bir hayvana ketamin anestezisi altinda 800 c¢Gy tek doz tiim vucut igsinlamasi uygulandi.
Isinlamadan 30 dk 6nce grup 2’ye 0.9% izotonik soliisyonu ip, grup 3’e melatonin (10 mg/kg,
ip), grup 4’e amifostin (200 mg/kg, ip) ve grup 5’e melatonin + amifostin (sirasiyla 10 mg/kg,
200 mg/kg, ip) verildi. Denekler 1sinlamadan 72 saat soinra dekapite edildi. Total antioksidan
kapasite ve total oksidan kapasite diizeyeleri serum ve doku 6rneklerinde spektrofotometrik
yontemle kit kullanirak 6l¢iildii. Oksidatif stres indeksi total oksidan kapasitesinin total
antioksidan kapasitesine orani olarak belirlendi. Doku ve serum orneklerindeki eser element
diizeyleri atomik absorbsiyon spektrofotometresi ile, lipit peroksidasyonu ise ultraviyole
spektrofotometrik yontemle 6lgiildii. Serumda ve beyin, bobrek, karaciger, dalak ve bagirsak
dokularinda malondialdehit, total antioksidan kapasite, total oksidan kapasite ve eser

elementler (Fe, Cu, Zn ve Se) diizeyleri belirlendi.
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Bu c¢alismada radyoprotektan etkili melatonin ve amifostinin tek veya birlikte
kullanimlarinin  ¢esitli organlardaki iyonizan radyasyona karsi olan koruyucu etkileri
istatistiksel olarak karsilastirildi ve birbirlerine olan istiinliikleri gosterildi.

AnahtarKelimeler: amifostin, melatonin, iyonizan radyasyon, rat, eser element
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MELATONIN AND AMIFOSTINE PROTECTIVE EFFECTS AGAINST
IONIZING RADIATION-INDUCED OXIDATIVE DAMAGE IN RATS

SUMMARY

Amifostine protects healthy tissues but not tumor cells from the damage induced by
cytotoxic treatments, particularly ionizing radiations, alkylating and platinating
chemotherapeutic agents. Similarly melatonin protects DNA in the cell nucleus from free
radical damage induced by ionizing radiation. This study was designed to compare the effects
of melatonin and amifostine against organ damage induced by whole-body irradiation in rats.

Fifty albino rats were divided into 5 groups, and out of the control group (Group 1),
each rat received a single whole-body dose of 800 cGy under ketamine and xylazine
anaesthesia. 30 minutes before irradiation, Group 2 received 0.9% saline solution ip, Group 3
received melatonin (10 mg/kg, ip) , Group 4 received amifostine (200 mg/kg, ip) and Group 5
received melatonin +amifostine (respectively 10 mg/kg, 200 mg/kg, ip). 72 hour after
exposure to irradiation the animals were decapitaded. Total antioxidant and total oxidant
capacity levels were determined in the serum by spectrophotometric method using a
commercial kit. Oxidative stress index was found with the ratio of total oxidant capacity to
total antioxidant capacity. Trace elements levels in serum and tissue samples were measured
by using atomic absorption spectrometry and lipid peroxidation was measured by ultraviolet
spectrophotometric method. Levels of malondialdehyde, total antioxidant status, total oxidant
status, trace elements (Fe, Cu, Zn and Se) were determined in brain, kidney, liver, spleen and

intestinal tissues as well as in serum samples.
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The radioprotective agents melatonin and amifostine, and their combined
administration effects against ionizing radiation were compared statistically in various organs
and serum, and the advantage against each other was determined by the results of this study.

Key Words: amifostine, melatonin, ionizing radiation, rats, trace elements
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5. Bir ay gectigi halde gelisme raporu verilmemis veya siresi bitmis olup siire uzatim talebinde bulunulmamus projeler iptal edilir. Bakiye odenek, BAP

Komisyonu tarafindan kabul edilecek yeni projelere tahsis edilir veya diger projelere aktarilir.

Adi ve Soyadi Imza Tarih
Proje Yoneticisi  : Yrd. Dog. Dr. Tevfik GULYASAR

Komisyon Baskam

...... Lo 2012 M
Prof.Dr. Beyhan KARAMANLIOGLU
Rektor Yardimeisi




TC,
TRAKYA UNIVERISTESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI
ORIJINALLIK RAPORU

Ogrencinin Adi Soyadi: SUAT CAKINA

Numarasi: 1098303201

Anabilim Dali:BIYOFIiZiK AD

Programu: Yiiksek Lisans Doktora

Tez bashg/Konusu: RATLARDA iYONLASTIRICI RADYASYONUN NEDEN OLDUGU
OKSIDATIF HASARA KARSI MELATONIN VE AMIFOSTININ KORUYUCU ETKIiSi

Trakya Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine

Yukarida agik adi bulunan tezimin “Kapak Sayfasi, Giris ve Amag, Genel Bilgiler, Bulgular,
Tartisma, Sonuglar, Ozet ve Summary” béliimlerinden olusan toplam 75 sayfalik kismina iliskin
19/06/2015. Tarihinde tez danigmanim tarafindan Twurnitin adli intihal tespit programindan asagida
belirtilen filtrelemeler uygulanmis olan orijinallik raporuna gére tezimin benzerlik oran1 % 24 olarak
belirlenmistir.

Uygulanan filtrelemeler;

1-Kabul ve Onay Sayfas harig 6-Kaynaklar harig¢
2-Tesekkiir hari¢ 7-Sekiller Listesi harig
3-Igindekiler harig 8-Ozgecmis harig
4-Simge ve Kisaltmalar harig 9-Ekler harig

5-Gereg ve Yontemler Harig
Trakya Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tez galigmasi Orijinallik Raporu Uygulama Esaslarini
inceledim ve bu uygulama esaslarinda belirtilen maksimum benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin
herhangi bir intihal igermedigini, aksinin ispat edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogrulugunu beyan ederim.
19/06/2015

Oéiencinin Adi Soyadi, Imza
Dea @, H Y

€ +/ Q' rk {‘I
Ek:Orijinallik Raporu (1 Sayfa) —77
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