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OZET

Amagc: Ratlarda tiim viicut 1ginlamasina bagli olusturulacak akciger hasarina
karsi, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz’in (inducible nitric oxide synthase, iNOS)
selektif inhibitorii ve antioksidan ajan olan aminoguanidine (AG)’in koruyucu etkisi

olup olmadigin1 biyokimyasal parametreler kullanarak arastirmaktir.

Gerec¢ ve Yontem: Calisma, {ic grup ve her grupta erkek Wistar Albino cinsi on
rat olacak sekilde planlandi. Kontrol grubu, yalmiz radyasyon grubu (RT) ve
radyasyon+aminoguanidin (RT+AG) seklinde ii¢ gruba ayrildi. Calisma radyasyon
uygulamasindan bir giin Once baslatildi ve dort giin siirdi. AG, radyasyon
uygulamasindan bir saat once, diger giinler ise buna uygun olarak her giin ayni saatte
200 mg/kg/giin olarak intraperitoneal yapildi. Radyasyon, Co 60 teleterapi cihazi ile
sabit kaynak-cilt mesafesi (SSD) teknigi ile (SSD 80 cm’de) ve 2,5 cm derinlikte, 6n ve
arka karsilikli iki alandan tiim viicut dozu 800 cGy olacak sekilde uygulandi. Ratlar
radyasyon uygulamasindan 72 saat sonra, ketamin (50-60 mg/kg intraperitoneal) ile

genel anestezi altinda ratlarin akcigerleri alindiktan sonra sakrifiye edildi.

Deney hayvanlarinin alinan akciger dokusunda katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH—-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri ile malondialdehit
(MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri degerlendirildi.

Bulgular: CAT, GSH-Px ve SOD aktiviteleri RT grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulunurken (siras1 ile; p< 0.042, p< 0.001 ve p<
0.001) RT + AG grubunda ise RT ve kontrol grubuna gore artma saptandi (sirasi ile; p<
0,001 ve p< 0,027; p< 0,001 ve p< 0,001; p< 0,001 ve p< 0,002). MDA diizeylerinde
RT grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis bulunurken (p<
0.001) RT+AG grubunda ise RT grubuna gore diisiis saptand1 (p< 0,001) ve bu diisiis
kontrol grubuna gore de anlamli idi (p< 0,032). NO diizeyleri RT grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p< 0,001). RT+AG grubunda ise
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RT grubuna gére NO diizeylerinde anlamli sekilde diisiis goriiliirken (p< 0,001) bu

diisme kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde saptanmadi (p< 0,707).

Sonu¢: Radyoterapi’ye baglh akciger hasarmin patogenezinde antioksidan
enzimlerde azalma, serbest radikaller ve lipid peroksidasyon {irlinlerinde artmanin rol
oynayabilecegini; iNOS’un selektif inhibitorii olan AG’in antioksidan etki gdstererek

RT’ye bagli akciger hasarin1 6nleyebilecegi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Iyonlastirici radyasyon, Antioksidan enzimler, Lipid

peroksidasyonu, Aminoguanidine, Nitrik oksit.
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THE EFFECT OF AMINOGUANIDINE AGAINST RADIATION-
INDUCED LUNG DAMAGE iN WHOLE-BODY iRRADIATED
RATS

ABSTRACT

Aim: The aim of this experimental study was to investigate the possible
productive effects of aminoguanidine (AG), an antioxidant agent and selective inhibitor
of inducible nitric oxide synthase (iNOS), on lung damage in whole body irradiated rats.
To evaluate the biological damage of radiation on rat lung tissue it was used lipid

peroxidation products by using biochemical parameters.

Material and method: In this study, we used 30 wistar albino rats which were
divided three subgroups contains: control group, irradiation alone group (RT), and
irradiation + aminoguanidine (RT+AG) group. The study was started one day before
irradiation and lasted four days. AG was administered 200 mg/kg/day intraperitoneally
one hour before irradiation and, irradiation was applied by Co 60 teleteapy machine,
with fixed SSD technique at 80 cm to the 2,5 cm depth. All rats were sacrified 72 hours
later, after irradiation and CAT, GSH-Px, SOD activities and MDA, NO levels were

evaluated on lung tissue of rats.

Results: CAT, GSH-Px and SOD activities statistically lower in RT group
according to the control group (p< 0.042, p< 0.001 ve p< 0.001); in RT+AG group,
there was a rise according to the RT and control groups (p< 0,001 and p< 0,027; p<
0,001 and p< 0,001; p< 0,001 and p< 0,002). While there was statistically significant
increase in MDA levels in RT groups according to control groups (p< 0.001); a decrease
was detected in RT+AG group according to RT and control groups (p< 0,001 and p<

0,032). There was a statistically significant rise at NO levels in RT group according to



control group (p< 0,001). Although there was a significantly decrease at NO levels in

RT+AG group according to control group, this was not statistically significant.

Conclusion: We reached that decrease in antioxidant enzymes and increase in
free radicals and lipid peroxidation products may have a role at etyopatpgenesis on
ionizing radiation-induced lung damage. AG, which is a selective inhibitor of iNOS,

may protect against ionizing radiation-induced lung damage, by its antioxidant effect.

Keywords: Ionizing radiation, Antioxidant enzyms, Lipid peroxidation,

Aminoguanidine, Nitric oxide.
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1. GIRIS VE AMAC

Iyonlastiric1 radyasyon birgok tiimér gesidinin tedavisinde etkili olup kanserli
hastalarin %50-60’1nda tedavinin 6nemli bir parcasidir (1,2). Radyoterapinin amaci,
normal dokuyu olabildigince korumak suretiyle, tiimér dokusuna maksimum dozu
vermektir. Radyoterapi dozu artirilirken, lokal tiimor kontroliinde de buna paralel bir
artis elde etmek miimkiindiir. Ancak, normal dokudaki komplikasyon riski de
beraberinde artar. Dolayisiyla timoér kontrolii, bir anlamda normal dokunun

radyoterapiye toleransina baglidir (2,3).

Kanser tedavisinde, her gegen giin yeni gelismelere paralel olarak hastalarin
sagkalimi uzamaktadir. Bununla beraber, yeni kemoterapotik ilaglara ve radyasyon
tekniklerinin gelismesine ragmen, tedaviye bagli komplikasyonlar hala yliksek
orandadir. Radyoterapi alan hastalarda, tedavi alaninda tiimdrle birlikte, bir kisim
saglikli dokular da 1simlandigindan, radyoterapinin ¢esitli yan etkileri ortaya ¢ikmakta

ve bu durum kanser hastasinin yasam kalitesinde bozulmaya sebep olabilmektedir (2,3).

Normal akciger dokusu, verilen iyonlastirict radyasyondan en cok etkilenen
dokulardan birisidir. Radyoterapiye bagli akciger toksisitesi, yaygin olup, 6zellikle belli
bir dozun iizerine ¢ikildiginda uygulanacak radyoterapi dozlarmi onemli Olglide
sinirlamaktadir. Akciger kanseri, meme kanseri, lenfoma ve timoma nedeni ile
radyoterapi uygulanan hastalarin %30’unda radyoterapiye bagli akciger sikayetleri
meydana gelir (4). Standart fraksiyon ve dozlarda (1.5/2 Gy/fraksiyon/giin) tiim
akcigere 18-20 Gy uygulandiginda en az % 5 olguda radyasyon pnomonisi



gozlenmektedir (2,3). Radyasyon pnomonisini artiran nedenler ise yliksek total doz,
fraksiyon sayisinin artmasi, genis voliim, 1sinlanan normal doku hacminin artmasi,
radyoduyarlastiricilar veya kemoterapik ilaglarin beraber kullanilmasi, hiicre ve doku
ozellikleri gibi faktorlerdir. Ozellikle kemoterapi ve radyoterapi birlikte uygulandiginda
risk daha da artmaktadir (4). Ug boyutlu planlama veya yogunluk ayarli radyoterapi
(intensity modulated radiation treatment, IMRT) kullanimiyla daha sofistike radyoterapi
uygulayarak normal dokunun aldig1 hasar, minimuma indirilebilmekte ve normal doku
korunabilmektedir. Ancak bu ileri radyoterapi teknikleri heniliz yaygin olarak

kullanilamadigindan, radyasyona bagli akciger toksisitesi ka¢inilmaz olarak karsimiza

cikmaktadir (2,3).

Normal dokularda radyoterapiye bagl gelisen yan etkiler akut, subakut ve geg
radyasyon komplikasyonlaridir. Akcigerde akut/subakut radyasyon hasar1 olarak
radyasyon pnomonisi; ge¢ radyasyon hasart olarak da radyasyon fibrozisi, kronik

radyasyon pnomonisi, korpulmonale ve sag kalp yetmezligi goriilebilmektedir (2,3,5,6).

Iyonlastiric1 radyasyonun temel etki mekanizmasi, DNA’da yaptigi hasara baglh
olarak hiicre Oliimiine yol agmasidir. DNA’daki o6limciil (letal) hasar DNA
molekiiliiniin firlatilmig bir elektron ile direkt iyonizasyonu sonucu meydana gelebilir.
Radyasyonun bu direkt iyonlastirict etkisi hasarin bir bolimiinden sorumludur. Asil
hasar yapan olaylar indirekt mekanizma ile ortaya c¢ikar. Ortamdaki suyun
iyonizasyonuna bagli olarak gelisen serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin olusumu

DNA’daki 6liimciil hasarin asil sorumlusudur (7,8).

Iyonlastirict radyasyona bagl akciger hasarmin mekanizmasi net olarak
bilinmemekle beraber sitokin aktivitesi ve oksidatif strese bagli olduguna dair
caligmalar vardir (9,10). SOR’ni inhibe eden veya “scavenger” (temizleyici, siipiiriicii,
toplayici) etki gdsteren antioksidan ilaglar iyonlastirici radyosyona bagli normal
dokulardaki hasar1 azaltabilir (11). Iyonlastirict radyasyona bagl olusan oksidatif hasari
en aza indirmek icin radyasyon koruyuculari (radyoprotektdrler) iizerinde yapilan

caligmalar son yillarda giderek yayginlasmistir (8).

Aminoguanidin (AG), serbest radikallerden olan nitrik oksit (NO)’in substrati

olan L-arginine yapisal olarak benzeyen ve indiiklenebilir nitrik oksit sentazin



(inducible nitirc oxide synthase, iNOS) selektif bir inhibitoridiir (12-14). AG, oksidatif
stres ve lipid peroksidasyonunu azaltarak belirgin olarak doku hasarin1 azaltici
antioksidan etki gosterir (15,16). AG’nin deneysel ¢alismalarla antineoplastik ve toksik
ilaglarin neden oldugu organ hasarina karsi antioksidan etki ile koruyucu oldugu
gosterilmesine ragmen iyonlastirici radyasyona bagli organ hasarini nleyici rolii olup

olmadig ile ilgili literatiire rastlanilmadi.

Bu calismada selektif iNOS inhibitorii olan AG’in, tim viicut 1silamasi
uygulanan ratlarda iyonlastirici radyasyona bagli akciger hasarini azaltict etkisi olup
olmadig1 arastirildi. Bu amagla, akciger dokusunda iyonlastirict radyasyona bagh
akciger hasarii gostermek i¢in malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) diizeyleri ve
SOR’nin akciger hasar1 gelisimindeki roliinii gostererek SOR’ni temizleyici etki
gosteren antioksidan enzim olan katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve

stiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri dl¢iilerek sonuglart degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. RADYASYONUN CANLIDAKI ETKi KADEMELERI

Tipta radyoaktif izotoplar ve radyasyon cesitli hastaliklarin tan1 ve tedavisinde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Radyoterapide, derindeki dokulara girebilen ve hasta
hiicrelerin 6liimiine yol acan yiiksek enerjili X 151m1 kaynaklari, partikiil akselaratorleri
ve Co 60 kaynaklarindan elde edilen iyonlastirict radyasyonlar kullanilmaktadir. Bir
atom veya molekiilden bir elektronun kopmasina neden olan radyasyon tipine
iyonlastirici radyasyon adi verilir. Iyonlastirict radyasyonlar, X ve gama (y) gibi
elektromagnetik radyasyonlar ve alfa (o), beta () partikiilleri, elektronlar, protonlar ve

ndtronlar gibi partikiiler radyasyonlar olmak tizere iki gruba ayrilir (7,8).

Iyonlastirict radyasyonlarin canlida biyolojik bir etkiye yol acabilmeleri igin
radyasyon enerjisinin canliy1 olusturan hiicreler ve dokular tarafindan absorblanmasi ve

bu enerjinin dokularda dagilmasi gerekir (7,8).

Bir biyolojik sistemde radyasyon etkisi ile olusan biitiin bu olaylar zinciri, eger
radyasyon enerjisinin, 6rnegin DNA ya da bir enzim molekiilii gibi 6zel bir biyolojik
yapt tarafindan absorplanmasi ile baslamigsa, boyle bir etkiye radyasyonun “direkt
etkisi” denir (Sekil 1). Radyasyonun direkt etkisi biyolojik etkinin bir boliimiinden (1/3)
sorumludur. Yiikli atom parcaciklari, genellikle direkt yolla etki gosterirler. Bu
biyolojik molekiiller i¢inde bulundugu ortamin molekiilleri tarafindan radyasyon

enerjisinin absorplanmasi ile degisiklide ugrayarak bu olaydan indirekt olarak



etkilenirler. Bu etkiye ise radyasyonun “indirekt etkisi” denir (Sekil 1). Biyolojik etki
asil bu mekanizma ile ortaya cikar. X ve v 1sinlar1 genellikle indirekt yolla etki ederler

(2,3,7.8).

Sekil 1. Iyonlastirict radyasyonun direkt ve indirekt etkileri

Radyasyonun canlida olusturdugu etkilerin ayrintili bir sekilde incelenmesinde,
radyasyon enerjisinin absorblanmasi ile biyolojik etkinin ortaya ¢ikis1 arasindaki siirede
birbirini izleyen olaylar zinciri fiziksel, kimyasal ve biyolojik kademeler olarak bilinen

ic asamada gerceklesir (Sekil 2).

Radyasyon etkisinin ilk kademesi olan fiziksel kademe, iyonlastirict
radyasyonlar ile canli dokular1 olusturan atom ve molekiiller arasindaki ilk etkilesimleri
kapsar. Radyasyon enerjisi maddeye transfer edilir. Cok hizli bir elektron, 107
saniyede DNA molekiiliinden, 10" saniyede de bir hiicreden gecebilir. Bu esnada DNA
molekiilii ya da hiicredeki diger molekiillerde iyonlagma ve uyarilma olaylari meydana
gelir. Bu iyonlagsmalar sonucunda olusan serbest elektronlar, diger komsu atomlarda da
iyonlagmalara yol agarlar ve bdylece zincirleme bir iyonlagsma olay1 meydana gelir. Bu
kademede olusan yeni liriinler, genellikle son derece kararsizdirlar ve ¢ok kisa bir siire

icinde sekonder reaksiyonlarin olugmasina yol acarlar (7,8).
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Sekil 2. Radyasyonun canlidaki etki kademeleri

Ikinci kademe olan kimyasal kademede, radyasyon tarafindan hasar gormiis
atom ve molekiiller diger hiicresel yapilar ile zincirleme reaksiyonlara girerek serbest
radikallerin olusmasina yol agarlar. Serbest radikaller ¢ok reaktif yapilar oldugundan
hem kendileri ile hem de ortamdaki diger molekiillerle reaksiyona girmeye devam
ederler. Bu kademede ki 6nemli kimyasal olaylardan biri de serbest radikalleri, inaktif

hale getiren siilfidril yapilart gibi yakalayic1 reaksiyonlar ile ©nemli biyolojik



molekiillerdeki kimyasal degisiklikleri, kalici hale getiren fiksasyon reaksiyonlar

arasinda bir yaris olmasidir (7,8).

Ugiincii kademe, biyolojik kademedir. Bu kademe boyunca canlida meydana
gelen olaylar, radyasyonun son biyolojik etkisinin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar.
Cesitli hasarlara yol agan enzim reaksiyonlari ile baglar. Bu arada DNA molekiillerinde
hasarlar olusur. Ancak bunlarin bir kismi onarilabilir. Onarillamayan hasarlar ise
hiicrenin 6ltimiine yol acarlar. Eger 6liim kok hiicreleri populasyonunda meydana
gelirse, 1sinlamadan birka¢ hafta ya da birka¢ ay sonra ortaya ¢ikan erken doku
oliimleri meydana gelir. Ince bagirsak ve kemik iliginde olusan hasarlar, bu tiir olaylara
ornektir. Bunun yaninda radyasyon, genetik bozukluklar ve kanser olusumu gibi gec

biyolojik etkilere de yol agabilir (7,8).

Iyonlastirict radyasyonlarin canlida olusturdugu etki kademeleri ile bu
kademelerde olusan bozukluklarin ana hatlar1 ve biitiin bu olaylarin kapsadiklar stireler
Tablo 1°de gosterilmistir. Bu tablonun incelenmesi ile, baslatici reaksiyonlarin tamamen
fiziksel nitelikli olduklar1 goriilmektedir. Bu canli bir sistem olabilecegi gibi, cansiz bir
sistem de olabilir. Her iki durumda da olaylarin seyri ayni olmasma ragmen,
biyomolekiiler ve biyolojik bozukluklarin ortaya c¢ikmasma yol acan kimyasal ve
biyolojik olaylarin olusabilmesi sadece canli sistemde miimkiin olabilir. Tablo 2’de
memeli hayvanlarda bu kademelerde hangi 6nemli radyasyon etkilerinin hangi biyolojik

organizasyan diizeyinde meydana geldigi gosterilmistir (7,8).

Tablo 1. Canlida radyasyon bozukluklarina yol acan olaylar

Baslatici reaksiyonlar Biyomolekiiler bozuklukklar Biyolojik bozukluklar
(fiziksel kademe) (kimyasal kademe) (biyolojik kademe)
Iyonlagmalar, uyarilmalar Serbest  radikaller,  niikleik | Hiicre 6liimii, organizma 6liimii,

asitlerde ve proteinlerde hasarlar | mutasyonlar ve kanser olusumu

(10"~ 10" sn) (107" sn — birkag saat) (saatler — y1llar)




Tablo 2. Iyonlastirict radyasyona bagli gériilen bazi radyobiyolojik bozukluklar

Biyolojik organizasyon diizeyi Onemli radyasyon etkileri

Molekiil Enzim, RNA ve DNA gibi baz1 makromolekiillerde hasarlar

ve metabolik reaksiyon kademelerinde karigikliklar

Hiicre organelleri Hiicre zar1, niikleus, kromozomlar, mitokandri ve lizozomlar

gibi hiicre organellerinde bozukluklar

Hiicre Hiicre boliinmesinin inhibisyonu, hiicre oliimii, hiicrenin

anormal karakterler kazanacak sekilde transformasyonu

Doku, organ Merkezi sinir sistemi, kemik iligi ve gastrointestinal

sistemde ortaya ¢ikan bozukluklar, kanser olusumu

Organizma Oliim, démiir kisalmas1

Populasyon Populasyonda  ortaya ¢ikan gen ve  kromozom
bozukluklarma  bagli  olarak, toplulugun  genetik

ozelliklerinde meydana gelen degismeler

2.2. RADYASYON VE SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller radyasyon etkisi ile iyonlasma ve eksitasyon sonucunda dis
yorlingelerinde eslesmemis bir veya daha fazla elektron bulunduran ve genellikle
elektriksel acidan yiiksiiz atom veya molekiillerden meydana gelir. Serbest radikaller
hemen her zaman iyon ¢iftlerinin olusumu ile radyasyon etkisi sonucu ortaya ¢ikan son
kimyasal iiriinler arasindaki ara kademeyi olustururlar. Serbest radikaller son derece
reaktif olduklarindan diger atom veya molekiillerle kolayca reaksiyona girerler. Cilinkii
eslesmemis elektronlarin bir baska radikalin ayni durumdaki elektronu ile eslesmek
veya bir elektron transferi reaksiyonu ile esleserek kararli hale gelme egilimleri vardir.
Bu nedenle serbest radikaller elektron alicit (oksitleyici) veya verici (rediikleyici)

ozellige sahiptir (7,8).



Canlilar yaklasik 9%70-90 oraninda su igerdigi igin, isinlandirildiklarinda
radyasyonun etkisi ile su molekiilleri iyonlasirlar veya uyarilirlar. iyonlasma ile pozitif
yiiklii bir iyon ve hizli bir serbest elektron olusur. Bu olay1 izleyen ¢esitli sekonder
reaksiyonlar ile degisik tipte serbest radikaller meydana gelir. Serbest radikaller ayni
zamanda diger su molekiilleri ile de reaksiyona girebilecekleri gibi, kendi aralarindaki
reaksiyonlar sonunda ortaya cikan iiriinlerle de tekrar reaksiyona girebilirler. Sonucta
iyonlagtiric1 radyasyonlarin indirekt etkisi ile olusan serbest radikaller hedef olan DNA

molekiiliinde oksidatif hasara yol acarlar (Sekil 3) (7,8,21).

Etkenler: Radyasyon; Ksenobiyotikler; Elektron
trasportu -t

v

. . Sonuglar: Mutasyon; Sitotoksisite (apoptoz,
Indirekt etki nekroz); Sitostaz; Proliferasyon
Antioksidanlar —— |

v Hedefler& Uriinler: DNA,; dal kiriklari
. baz lezyonlari; ¢capraz baglanmalar
Hasar ajanlart ROS/RNS ziezy vapraz Og
HOCI/HOB
Hipohal®z asidler | CH
'o
2
Singlet Oksijen Cl/Br N
Isik Myeloperoksidaz; Me
. % N
) o , e Eozinofil peroksidaz o O/ N CH
0,—*—> 0, ——>H,0,+0,
iiperoksid ~ 2H™  Hidrojen peroksid
H+
*NO M”
HO . M[n+1]—+
2
_ H
OONO HO® + HO™ 8-okso-guanin 0
Peroksinitrit  piqroksil radikali i ” CH,0H
5
0/ N
H
Hidroksimetilurasil
L1
|
Antioksidanlar

Sekil 3: Serbest radikal aracili oksidatif DNA hasari.

Serbest Radikaller ve Oksijenin Etkisi: Radyasyonun canlidaki etkinlik

derecesi 1sinlama sirasinda oksijenin varligi ile artmaktadir. Clinkii serbest radikallerin



oksijen molekiilleri ile reaksiyona girmeleri sonucu ¢ok hasar verici hidrojen ve 6nemli

bazi organik molekiillerin peroksit radikalleri olusur (7,8,21).
2.3. SERBEST OKSIJEN RADIKALLERI

Serbest radikaller hidroksil, siiperoksit, nitrik oksit ve lipid peroksit radikalleri
gibi degisik kimyasal yapilara sahiptir. Serbest radikal aracili doku hasarindan sorumlu
olan hidroksil radikalleri (OH-) iki ana yolla olusur. Bunlar reaktif oksijen metabolitleri
(ROM) ve reaktif nitrojen metabolitleri (RNM) iizerinden olusan radikallerdir.
Biyolojik sistemlerdeki en onemli serbest radikaller, oksijenden olusan radikallerdir

(21,21).

SOR i¢inde en oOnemlileri; stiperoksit radikali (O,"), hidroperoksit radikali
(HO,"), hidrojen peroksit (H,0,), hidroksil radikali (OH), singlet oksijen (‘O,)’dir
(8,21). H,O, ve 102 tanimlamada bir serbest radikal olarak sayilmazlar, fakat serbest
radikal 6zelligi gosterirler. Biyolojik acidan diger 6nemli serbest radikaller veya onlarin
denkleri ise lipid hidroperoksit (ROOH), lipid peroksit radikali (ROQO"), lipid alkoksi
radikali (RO"), nitrik oksit (NO’) ve nitrojen dioksit (NO,) gibi radikal tiirleridir
(21,22). RNM; NO,, peroksinitrit (ONOOH), diazot trioksit (N,Os) ve hidrojen nitrit
(HNO,) dir. Bu radikallerin hepsi oksidatif stresin bir par¢asidir.

2.3.1. Siiperoksit radikali (O,"): Molekiiler oksijene fazladan bir elektron
baglanmasiyla onu rediikleyerek siiperoksit serbest radikal anyonunu meydana getirir.
Zayif bir oksidan olarak O, kendi basma Onemli bir hiicre hasar1 olusturmaz.
Milisaniyelik bir yar1 dmiirle zay1f bir oksidan fakat giiclii bir rediiktandir. O,", oksijen
toksisitesinde onemli bir faktordiir ve SOD enzimi buna karsi organizmay1 korur. Asil
onemi hidrojen peroksit kaynagi olmasi, gecis metal iyonlarin1 rediiklemesi ve NO ile

reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO") olusturmasidir (23).

2.3.2. Hidroksil radikali (OH’): En reaktif ve en fazla toksik SOR olup
uiretildigi her yerde her biyomolekiil ile reaksiyona girebilir ve ilgili hasarlanmay1
(6rnegin; lipid peroksidasyonunu baglatma, DNA’da kirilma ve hasarlanmalar,

enzimlerin aktif merkezlerindeki SH ve benzeri gruplarin oksitlenmesi ve
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polisakkaritlerin depolarizasyonu gibi) yapabilir. Ayrica tiyoller ve yag asidi gibi

molekiillerden bir proton kopararak yeni radikaller olusturabilir (24).

2.3.3. Hidrojen peroksit (H,0): Hiicreye dogrudan zarar vermez. Fakat
yiiksiiz oldugundan dolay1 tiim biyolojik membranlardan (hiicre, mitokondri, niikleer
membran gibi) diffiizyonla kolayca gecebilir (25). Siiperoksit ise (-) yiiklii oldugundan
bir anyon kanali olmadik¢a membranlar1 gegemez. Bu nedenle siiperoksitin giremedigi
membranlarla korunan bolgelere rahatlikla gecebilir ve potansiyel bir radikal olusturucu
(0zellikle OH") olarak hasarlanma yapabilir. H>O, ile olusturulan hasar katalaz ve

glutatyon peroksidaz enzimleri aracilifi ile onlenir (22-24).

2.3.4. Singlet oksijen (‘O,): Oksijen molekiiliiniin daha reaktif tiirii olan singlet
O’ler molekiiler oksijenin enerji almasiyla meydana gelirler. Bunlarin delta ve sigma
olmak iizere iki tipi mevcuttur. Sigma tipi daha reaktif oldugu i¢in hizla delta tipine

dontisiir. Bu yiizden biyolojik sistemlerde delta tipinden bahsedilir (24).

2.3.5. Nitrik oksit (NO): 15-20 y1l dncesine kadar NO’in basit bir atmosfer atig1
oldugu diisiiniilmekteydi. Ancak 1987 yilinda, damar endotelinden endotel kaynakli
gevseme faktorii (EDRF) olarak bilinen yapinin izole edilmesi sirasinda nitrik oksit
sentetaz (NOS) kesfedilmis ve daha sonraki yillarda EDRF’nin NO oldugu tespit
edilmistir. Insan ve hayvanlarin da NO iiretebildiklerinin ortaya konmasi ile 1987 yilina
kadar insan viicudunda bulunus nedeni ve metabolizmasi hakkinda ¢ok az sey bilinen
NO’in fizyolojik ve patolojik olaylardaki rolii anlagilmis ve 1992’de yilin molekiilii
sec¢ilmistir (25,26).

NO, renksiz bir gazdir. Yiiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz ortamda
oldukca stabil olup suda erime Ozelligi gosterirken, diisiik konsantrasyondaki NO
oksijen varliginda dahi stabildir. Havadaki NO, kisa siirede oksijenle oksitlenerek
nitrojen dioksit’e doniisiir. Nitrojen dioksit dokular i¢in oldukga zararli bir bilesiktir.
Nitrik oksit’in, iizerinde yiik tasimamasi ve ciftlenmemis elektron bulundurmasi,
hiicreden hiicreye higbir bariyerle karsilasmadan kolaylikla gegmesini saglamaktadir.
Ayni zamanda NO, tasidig1 ¢iftlenmemis elektron nedeni ile bir radikal molekiiliidiir.
Diger serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler i¢in zararli iken NO diisiik

konsantrasyonlarda ¢ok onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve
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kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. NO, bu 6zellikleri ile ¢ok ideal
bir fizyolojik haberci molekiilii 6zelligi kazanmaktadir. NO, diger serbest radikaller gibi
cok kisa yarilanma siiresine sahip olup 2-30 saniye i¢inde daha stabil bir yap1 olan

nitrata (NO;) oksitlenir (25,26).

NO, dokularda NOS tarafindan L-arginin’den sentezlenir. Son goriislere gore;
NOS uyarildiginda, iki oksijen molekiiliiniin aktivasyonu ile bir ¢ift oksijen atomu,

Larginin’e girerek NO ve striillin tiretilmektedir (Sekil 4) (27).

NADPH NADP"
Y NOS »
L-arginin + O, » NO + Sitriillin
FMN, FAD, Hem, BH,4

Sekil 4. L-arginin’den NO sentezi

2.3.5.1. Nitrik oksit sentaz (NOS): Nitrik oksit sentezleyen NOS enziminin 3
farkl1 izoformu vardir (Tablo 3). Bu izoenzimlere 6zgii genler kromozom 7 (endotelyal
NOS-eNOS), 12 (néral NOS-nNOS) ve 17 (indiiklenebilir NOS-iINOS) iizerinde
bulunmustur. Nitrik oksit sentezleyen enzim nNOS ve eNOS siirekli, ancak az miktarda
ve kalsiyuma bagimli olarak salinir. Noral dokularda nNOS ve vaskiiler endotelde ise
eNOS bulunur. Solunum yolu epitelinde ve c¢esitli diger hiicrelerde iINOS bulunur
(kalsiyuma bagimli degildir). iNOS sitokinler, endotoksin ve reaktif oksijen radikalleri
tarafindan indiiklenebilir (28).
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Tablo 3: Nitrik oksit sentezleyen enzimler

NOS Regiilasyo NO

. Diger Ad1 Salinim Kaynak Kromozom

Izoform n Miktar:

Tip I nNOS Devamli Sinir hiicreleri Kalsiyuma Disiik 12

bagimli (picomol)

Tip II iNOS Indiiklendiginde | Makrofaj, damar Sitokinler, Yiiksek 17
diiz kas1, damar endotoksin (nanomol)
endoteli, miyokard, | ve
endokart, hepatosit, | oksidanlarla
immun hiicreler, indiikleme
hava yolu epiteli

Tip III eNOS Devamli Vaskiiler endotel Kalsiyuma Diisiik 7
hiicreleri, bagimli (picomol)
trombositler,
miyokard ve
endokard, mast
hiicreleri, notrofiller

NO’in yarilanma siiresi ¢ok kisadir ve soliisyonlarda hizli okside olarak nitrit

(NO;) ve nitrata (NO3) déniisiir. Insan viicudunda NO, hemoglobine baglandiginda

inaktive olur (Sekil 5). Bu baglanma, oksijene gére 3000 kat daha hizli olmaktadir
(28,29). Bu kadar hizli inaktive olmasi belki de NO’in etkilerini lokalize kilan en

onemli faktordiir. NO ayn1 zamanda serbest radikal siiperoksit tarafindan da inaktive

edilmektedir. Boylece SOD gibi siiperoksidi ortadan kaldiran enzimler NO’in dmriini

uzatabilir. NO’in siiperoksitle reaksiyonu sonunda olduk¢a giiclii doku hasarina yol

acan bir madde olan peroksinitrit (ONOQ?) olusur (Sekil 5).

NITRIiK OKSiT—— Peroksinitrit

Inaktivasyonu

/
N\

cGMP

aktivasyonu

Methemoglobine. NO,, NO;

NO,+ Tyrosine—p Nitrotyrosine

NO' +0’5— ONOO2—4 OH"

Diiz kas

gevsemesi

Sekil 5. Nitrik oksitin yikilim1
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Epitel kayb1

Hava yolu hiperreaktivitesi

Sinir duyarliligt

Plazma oksidasyonu




2.3.5.2. Nitrik oksit ve akcigerler: Solunum havasinda NO (saglikli bireylerde
5-10 ppb) ve bronkoskopik lavaj ve indiiklenmis balgam Orneklerinde NO
metabolitlerinin saptanmasi, NO’in hava yollarinda sentezlendigini gosteren bulgulardir
(30,31). Akciger fizyopatolojisinde major rol oynamaktadir. Tablo 4‘de NO’in

akcigerlerdeki etkileri gosterilmistir.

NO’in akcigerdeki hiicresel kaynaklar1 epitel hiicreleri, pulmoner arter ve
venlerin endotel hiicreleri, inhibitér nonadrenerjik nonkolinerjik ndronlar, diiz kas
hiicreleri, mast hiicreleri, mezotel hiicreleri, fibroblastlar, nétrofiller, lenfositler ve
makrofajlardir (29). iNOS normal hava yolu epitelinde yer alir ve sitokinler, endotoksin
ve SOR tarafindan indiiklenebilir. Nitrik oksidin birgok zararli etkisi siiperoksit anyonu
ile reaksiyonu sonucu olusan peroksinitrite bagli olarak ortaya c¢ikar (Sekil 5).
Inflamatuar siiregte NO ve siiperoksit radikallerinin olusumu epitel hasarina, medyatdr

salinimina ve hava yolu duyarliliginin artmasina neden olmaktadir (28).

Tablo 4: Nitrik oksitin akcigerdeki fonksiyonlari

YARARLI ZARARLI

1.Bronkodilatasyon 1. Semptomlarda ve hava yolu tikanmalarinda artsa neden olan

inflamatuar yanit
2.Arteriyel 2. Brongial vazodilatasyon, astiml1 hastalarda goriilen hava yolu
vazodilatasyon hiperemisi

3. Postkapiller veniillerdeki kan akimini arttirmak suretiyle hava yollarinda

3.Mukosiliyer 6dem
klirensin 4. Pulmoner damarlardaki vazodilatasyona bagli ventilasyon perfiizyon
diizenlenmesi dengesizligi

5. Dogrudan veya submukozal bezlerdeki kan akisi artisina bagli mukus

4.Savunma sistemleri; sekresyonunda artig
bakteri, viriis ve 6. T-helper 2 aktivasyonundan dolay1 artisa bagli olarak astmatik
parazitler tizerine inflamasyonda artis
toksik etki 7. Hava yollarinda inflamatuar hiicrelerce olusturulan siiperoksit anyonlari ile

birleserek peroksinitrit iyonlar1 olusturmasi
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2.3.5.3. Nitrik oksitin etkisinin inhibisyonu:

NO f{iretiminin inhibisyonu i¢in ¢ok farkli maddeler kullanilabilir. Bunlarin bir

kism1 NOS’1 inhibe ederken bir kism1 da dogrudan NO’i inhibe edebilir.
A. NOS inhibitorleri:

1. Arginin analoglari: Bugiin en yaygin kullanilan NOS inhibitorleri olup
nNOS i¢in segicilik gosterirler. Bu maddeler; N-monometil L-Arginin (L-NMMA), N-
nitro L-Arginin (L-NNA), N-nitro L-arginin metil ester (L-NAME) ve N-iminoetil L-
ornitin (L-NIO) dir (32).

2. Nitrojen iceren bilesikler: Bunlar nNOS ve iNOS’u inhibe ederler. Bu
grupta 7-nitroindazol, NADPH bagimli FAD/FMN inhibitorleri ve difeniliodinium
klorid gibi flavoprotein inhibitérleri yer alir (32).

3. Aminoguanidin: Selektif iNOS inhibitoriidiir (12-14).
B. NO inhibitorleri:

Sentezi yapilan NO ¢ok hizli bir sekilde hedef hiicrelere diffiize olur. Serbest
NO, bazi molekiiller tarafindan islev gérmeden bloke edilebilir. Bu grupta en cok
kullanilan maddelere Ornek olarak; metilen mavisi, hemoglobin, fusidik asit ve

karboksi-2-fenil-4,4,5,5-tetrametilimidazolin-1-oksil (karboksi-PTIO) sayilabilir (33).
C. NO Vericileri (Donorleri):

NO endojen sentezinin yani sira viicuda bazi ilaglarin metabolitleri olarak alinir.
Nitrogliserin ve sodyum nitroprussid gibi vazodilator ajanlarin aktif bir metaboliti olan

NO’e doniiserek etki yaptig1 gosterilmistir (34).
2.3.6. SERBEST RADIKAL URETIM KAYNAKLARI

Biyolojik sistemlerde serbest radikal olusumu, normal metabolik olaylarin seyri
sirasinda meydana gelebildigi gibi, organizmanin, radyasyon gibi dis etkenlere maruz

kalmasi ve organizmada bazi yabanci maddelerin (6rnegin; ksenobiyotikler) metabolize
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olmasi sirasinda da meydana gelebilir. Bu nedenle serbest oksijen radikalleri endojen ve

eksojen kaynakli olusabilir (35). Tablo 5’de SOR’nin kaynaklar1 verilmistir.

Tablo 5. SOR’un kaynaklar1

Endojen Kaynaklar Eksojen Kaynaklar

Mitokondriyal elektron transport zinciri Tlag oksidasyonlar1 (Or. Parasetamol, ccl)

Kloroplast elektron transport zinciri fyonize radyasyon

Oksidan enzimler: Ksantin oksidaz Giines 15151

Indolamin dioksijenaz

X- 1ginlari
Triptofan dioksijenez UV-1smlari
Galaktoz oksidaz Is1 soku
Siklooksijenaz Glutatyonu okside eden maddeler
Lipooksijenaz Ortam havast

Mono aminooksidaz Sigara duman

Fagositik hiicreler: Ozon

Notrofiller Kiikiirtdioksit

Monosit ve makrofajlar Egzos gazlart
Eozinofiller

Endotelyal hiicreler

+2
Oto-oksidasyon reaksiyonlar1 (Fe , epinefrin)

2.4. LiPiD PEROKSIDASYONU

Lipid peroksidasyonu, serbest oksijen radikallerinin, hiicre membranindaki
doymamis yag asitleri, fosfolipidler ve glukolipidlerin peroksidasyonuna neden olma
stireci olup, bu siire¢ sonunda ciddi bicimde membran hasar1 ve fonksiyon kayb1 olusur

(36).

Insanlarda birgok hastaligin etyopatogenezinde, lipid peroksidasyonunun
uyarilmasi ile organ ve dokularda agiga ¢ikan hiicre membrani hasar1 suglanmaktadir
(36). Lipid peroksidasyonuna neden olan serbest oksijen radikalleri, eksojen yada

endojen kaynakli olabilir.

Lipid peroksidasyonu sonucu olusan son f{iriinler aldehitler, hidrokarbon gazlar

ve malondialdehit (MDA)’dir. Mutajenik, genotoksik ve karsinojenik bir bilesik olan
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MDA, laboratuarda doku, kan kompenentleri ve viicut sivilarinda Olgiilerek lipid

peroksidasyonunun bir gostergesi olarak kullanilmaktadir (36).

Radyasyon, iskemi ve baz1 ilaglarla ortaya ¢ikan SOR’nin, lipid
peroksidasyonuna neden oldugu ve MDA diizeylerinde yiikselmeye neden oldugu
bilinmektedir. Malondialdehit diizeyleri Olgiilerek indiiklenen peroksidasyon derecesi

belirlenebilmektedir (37,38).

MDA, {i¢ veya daha fazla ¢ift bag iceren yag asitlerinin SOR ile peroksidasyonu
sonucunda olugmaktadir. Diger lipid peroksidasyon iiriinleri ile uzak bolgelere diffiize
olabilmektedir (37). Olusan bu MDA ve diger {lriinler hiicrede gecirgenlik ve
inflamasyon artigina ve aragidonik salinimina neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak
organellerde sisme ve membran riiptiirii olusmaktadir. DNA’da da bazlar ile reaksiyona

girerek zincir kopmalarina yol agmaktadir.

2.5. ANTIOKSIDAN SAVUNMA SISTEMLER

Canli hiicrelerde bulunan protein, lipid, karbonhidrat ve DNA gibi okside
olabilecek maddelerin oksidasyonunu Onleyen veya geciktirebilen maddelere
antioksidanlar; bu olaya da antioksidan savunma sistemleri denmektedir. Antioksidan
sistemler tiir, organ, yas, cinsiyet ve g¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (35).

Antioksidan sistemler hiicre i¢i ve hiicre dis1 ortamda farklidir (35).

Normal sartlar altinda serbest oksijen radikali (SOR) iiretimi ve yikimi arasinda
bir denge vardir. Organizmada olusan oksijen radikallerine kars1 koruyucu sistem olan
antioksidan savunma sistemi arasindaki dengenin radikaller lehine kaymasi oksidatif
stres olarak anilir. Hiicreleri oksidatif streslere karsi koruyan antioksidan sistem
enzimatik ve nonenzimatik olarak ikiye ayrilir (24). Tablo 6°‘da antioksidanlar

gosterilmistir.
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Tablo 6: Antioksidanlar

Enzimatik Nonenzimatik
Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Alblimin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferrin
Fosfolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferaz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Bilirubin Sistein

2.5.1. Siiperoksit dismutaz (SOD):

SOD, aerobik hiicrelerde oksidatif strese karsi major defans sistemi olarak

bilinen bir metalloenzimdir (37).

SOD, serbest oksijen radikallerinin en énemli iiyesi olan siiperoksit anyonunun
enzimatik dismutasyonunu gergeklestirir. Boylece siiperoksit anyonu, hidrojen peroksite
dontisiir. SOD bu yolla oksijen toksisitesinden koruyucu sistemin en 6nemli ve ilk
basamaginda rol oynar (37). Olusan hidrojen peroksit de toksik bir tirlindiir. Ancak bu

da katalaz ve GSH-Px tarafindan oksijen ve suya par¢alanmaktadir.

2.5.2. Katalaz (CAT): Katalaz, antioksidan sistemin ii¢ dnemli enziminden biri

olup yapisinda demir iceren bir tetramerdir (39).

Katalaz, hidrojen peroksiti dogrudan pargalayarak etki eder. Katalaz hidrojen
peroksite karst rolatif olarak diisiik affinite gosterdiginden katalaz aktivitesi hidrojen
peroksitin yliksek konsantrasyonlarinda daha oénemli hale gelmektedir. Diislik hidrojen
peroksiti konsantrasyonlarinda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol
gibi kiiclik molekiillii elektron vericilerini indirger. Enzimin bu iki tiir aktiviteden
hangisini gosterecegi, basta hidrojen peroksit iiretim hizi olmak {izere olusan

biyomolekiillerin tiir ve miktarina bagimlidir (39).

2.5.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px): Glutatyon peroksidaz, siiperoksit

anyonunun SOD tarafindan giderilmesi sonucu ortaya ¢ikan toksik {iirin hidrojen
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peroksit ve lipid hidroperoksitlerinin, rediikte glutatyon varliginda rediiklenmesi

reaksiyonunu katalizleyen enzimdir (36).

GSH-Px, basta karaciger olmak tizere eritrositler, kalp, akciger, bobrek, goz ve
beyin gibi dokularda bulunmaktadir. GSH-Px’in en onemli o6zelliklerinden birisi
selenyum bagimli olmasidir. GSH-Px, hidrojen peroksitin diisiik konsantrasyonlarina

daha hassastir (40).
2.6. RADYOTERAPININ AKCiGERDE OLUSTURDUGU HASARLAR

Solunum sisteminde damarlar ve alveol epiteli radyasyona karsi duyarli iken

kikirdak dokusu ve plevra direnglidir (8).

Insan akcigerinde RT’nin yaptigi hasar dort evrede (klinik faz olarak da
bilinmektedir) incelenmektedir. Bunlar, akut faz (radyasyon pnémonisi), subakut faz,
kronik faz (akciger fibrozisi ile karekterizedir) ve ge¢ faz olarak adlandirilir. Akut faz
ve subakut faz tedavi zamaniyla iligkilidir. Radyasyon pnomonisi bu iki fazda ve
genellikle de tedavi baslangicindan 3-6 ay sonra; kronik faz ise bir yil sonra
gorilmektedir (8). Bu dort evre, klinige, radyasyon pnomonisi ve radyasyon fibrozisi
olarak yansimaktadir (2,10). Radyasyon pnomonisi ve fibrozisini ilk olarak Evans 1925

yilinda tanimlamistir (6).
2.7. RADYOPROTEKTORLER (RADYASYON KORUYUCULARI)

Radyoprotektorler, canliyr radyasyona karsi, oldugundan daha direngli hale
getiren ve onu koruyan maddelerdir. Bazi maddeler hiicrelerin radyasyona
duyarhiliklarini etkilemedikleri halde canliy1 biitiin olarak korur. Bunlar damarlarda
vazokonstriksiyona yol agarak dokuda oksijen konsantrasyonunu azaltir ve radyasyona
daha direncli hale getirir. Epinefrin, histamin, karbon monoksit, siyaniir, serotonin bu
yolla etki gosterir. Bununla birlikte sayilan bu maddeleri, gercek koruyucular olarak

kabul etmek miimkiin gériinmemektedir (3,7,8).

Radyoterapi ve/veya kemoterapi normal hiicrelerde serbest radikal meydana
getirir. Serbest oksijen radikallerinin dokuda olusturacagi tahribat, radikal temizleyici

ajanlar kullanarak onlenebilir. Bunlardan en iyi bilinen grup, siilfidril (SH) bilesikleri
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olup, Sistein kimyasal olarak en basit yapiya sahip olanidir. Sistein ayn1 zamanda toksik
bir bilesik olup, radyoprotektor olarak kullanilma dozunda bulant1 ve kusmaya neden
olur. Radyoprotektorlerin ortak 6zelligi, iki ya da ii¢ karbonlu bir diiz zincir ile bu
zincirin bir ucunda serbest bir SH grubu, diger ucunda da amin yada guanidin gibi
kuvvetli bazik bir grubun bulunmasidir. Ayrica koruyucu etkisi, hiicre siklusunun ¢esitli

fazlarina bagh olarak degisir (2,8).

Iyi bir radyoprotektorde su oOzellikler aranir: Kullanilan ajanlarin normal
dokular1 segici olarak korumasi, tiimor hiicrelerini koruyucu potansiyelinin olmamasi,
stabil olmasi, kalic1 toksiteye neden olmamasi, kolay uygulanabilir olmas: ve hidrofilik

olmasidir (3,7).

Radyoprotektorler, etkilerini gdsterebilmeleri i¢in radyasyon uygulamasi
esnasinda canlida bulunmalari gerekir. Isinlamadan sonra uygulanan radyoprotektorlerin
higbir koruyucu etkisi gosterilememistir. Bir radyoprotektoriin etkinligi doz rediiksiyon
faktori (DRF) terimi ile tanimlanir. DRF= protektér varligindaki doz/ protektor
yoklugundaki doz formiilii ile gosterilir. Bugiine kadar saptanan ¢esitli

radyoprotektorlerin DRF degerleri, 1.5-2.5 arasinda degisir (8).

Radyoprotektorlerin gelistirilmesi amaci ile bugiine kadar binlerce (4000
tizerinde) madde incelenmistir. WR 2721 (amifostin) adi verilen bir maddenin, 6zellikle

kan yapic1 organlarda iyi koruma sagladigi tespit edilmistir (43).
2.8. AMINOGUANIDIN (AG)

Biguanid grubu bir niikleofilik hidralazin derivesi ve antidiyabetik olan AG
(Sekil 5), (CHgN4 ; mol wt=74,09) ilk kez 1892’de nitroguanidinin rediiksiyonu ile
hazirlanmistir (44). AG, yliz yildan fazla zamandir bilinen bir preparat olup ileri
glikozilasyon son {irlinlerinin (Advanced glycation end products, AGE) inhibitorlerinin
prototipidir. 1986°da glukozun dokularda neden oldugu ¢apraz bag olusumunu ve doku

hasarini engelledigi gosterilmistir (44,45).
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Sekil 6 : Aminoguanidinin yapisi

AG, AGE inhibit6rii olmasinin yanisira, 1990’larin basinda uyarilabilen nitrik

oksit sentazi (iINOS) inhibe ettigi de gosterilmistir (12-14).

AG’nin, histamin ve putresin gibi biyolojik aktif diaminlerin degradasyonunu
katalizleyen, diamin oksidaz (DAQO) enziminin potent inhibitorii oldugu bildirilmistir

(45). DAO bobrek, adrenal gland, barsak, plasenta ve timusta yiiksek aktiviteye sahiptir.

AG, spermidin ve spermin gibi kompleks poliaminlerin sentezinde anahtar bir
enzim olan S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC) enzimi iizerine de etkileri
mevcuttur. AG’nin SAMDC enzimini stabilize ederek seviyesini artirdigi fare l6semi

hiicrelerinin kiiltiiriinde gosterilmistir (46,47).

Daha onceki calismalarda AG’nin antioksidan etkileri (15,16) ve peroksinitriti
temizleyici etkileri (48) gosterilmistir. Ayrica AG’nin serbest radikal temizleyici etkileri

(stiperoksit ve OH radikallerine kars1) de gosterilmistir (15,16).

Fujisawa ve ark. (49) tarafindan, AG’nin yaslanmay1 Onleyici etkileri de

gosterilmistir.

Tiim bu etkilerine ragmen AG’nin diyabetik hastalarda kullaniminda tereddiitler
de vardir. Ciinkii AG’nin pridoksini baglamasi nedeniyle hayvanlarda uzun siire
uygulamalarinda vitamin Bg eksikligi ve norotoksisite gelistigi gosterilmistir (50).
Ayrica klinik tedavide AG’nin, gastrointestinal rahatsizlik, KC fonksiyon testi
anormallikleri, grip benzeri semptomlar ve nadiren vaskiilit yaptigina dair yan etkileri

rapor edilmistir (51).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu deneysel calisma, Erciyes Universitesi Arastirma Fonu destegiyle ve TT-04-
41 proje numarasiyla Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve
Klinik Aragtirma Merkezi (DEKAM) ‘nde Eyliil 2005 — Haziran 2006 tarihleri arasinda
yapildi. Calismada deney hayvani olarak bu merkez tarafindan yetistirilen saglikli, 250
+ 15 gram agirliginda, on iki haftalik, erigkin erkek Wistar Albino ratlar1 kullanildi.
Ratlar, havalandirma sartlar1 saglanmis, giines 15181 alan odalarda ve her birinde bes
ratin bulundugu 6zel kafeslerde tutuldu. Diizenli olarak standart pellet yemle beslendi
ve ¢esme suyu verildi. Sulart her giin degistirildi ve kafes temizligi giin asir1 yapildi.
Radyasyon uygulamasi Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dali’nda, biyokimyasal degerlendirmeler Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dali’nda yapilda.
3.1. DENEY GRUPLARININ OLUSTURULMASI

Calisma, lic grup ve her grupta on rat olacak sekilde planlandi. Kontrol grubu
(K), yalniz radyasyon grubu (RT) ve radyasyon+aminoguanidin (RT+AG) seklinde {i¢
gruba ayrildi (Tablo 7). Calismaya, radyasyon uygulamasindan bir giin 6nce baglandi ve
dort giin siirdii. [lag uygulamalar1 radyasyon uygulamasindan bir saat nce, diger giinler
ise buna uygun olarak her giin ayni saatte yapildi. Ratlar radyasyon uygulamasindan 72

saat sonra sakrifiye edildi.
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1. Grup (Kontrol grubu) (n=10): Dort giin siire ile her rata 1 ml % 0,9 NaCl

intraperitoneal olarak uygulandi.

2. Grup (Radyasyon grubu) (n=10): Yalniz radyasyon ve radyasyon

uygulamasindan bir giin dnce ve takip eden {i¢ giin 1 ml %0,9 NaCl ip olarak uygulandi.

3. Grup (Radyasyon+Aminoguanidin grubu) (n=10): Radyasyonla birlikte
aminoguanidin’in radyasyon uygulamasindan bir giin 6nce ve takip eden {i¢ giin siire ile

200 mg/kg/giin intraperitoneal olarak uygulandi.

Tablo 7. Deney Hayvanlarinin Gruplara Gére Dagilimi

Grup ad1 n
Kontrol (K) 10
Radyasyon (RT) 10
Radyasyon+Aminoguanidin (RT+AG) 10

3.2. RADYASYON UYGULAMASI

Ratlar, 31,5x30,5x5 cm boyutlarinda tahtadan yapilan 6zel bir kutu igerisinde,
anestezi yapmadan, beserli gruplar halinde, total viicut 1sinlamasi seklinde 1sinlandi
(Sekil 7). Isinlama sirasinda ratlarin nefes almalarina izin vermek ve sabit SSD (kaynak-
cilt mesafesi) saglamak icin kutunun st ve alt kismina yogunlugu bilinen delikli tray
yerlestirildi (Sekil 8). Radyasyon dozunun fizik hesab1 31,5x30,5 cm’lik alanda, sabit
SSD teknigi ile (SSD 80 cm’de) ve 2,5 cm derinlikte, 6n ve arka karsilikli iki alandan
total doz 800 cGy olacak sekilde hesapland1 (1,11,52). Isinlama siiresi hesaplanirken,
tray faktorii dikkate alindi. Isinlama islemi gama 151 kaynagi olan Cobalt-60 teleterapi

cihazi (Theratron 780C) ile 3,13 ¢cGy/Monitor Unite (MU) doz hizinda yapildi.
3.3.ILAC UYGULAMASI VE ORNEKLERIN ALINIS SEKLI

Aminoguanidin’i  (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Germany)
(CH6N4-1/2H2S0O4 FW.123,1, MW123,1) enjeksiyona hazirlamak i¢in % 0,9 NaCl
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solusyonu ile dilue edildi. ilacin radyoprotektor etkisini temin edebilmek maksadiyla

radyasyondan bir saat dnce, steril sartlarda tek kullanimlik enjektorle

Sekil 7. Radyasyon uygulamasinda kullanilan kutu

Sekil 8. Radyasyon uygulamasi
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Intraperitoneal olarak uyguland: (17-20). Ilaglarin dozu ve uygulama sekilleri

daha onceki deneysel ¢aligmalar esas alinarak belirlendi.

Isinlamadan 72 saat sonra, ketamin (50-60 mg/kg intraperitoneal) ile genel
anestezi altinda ratlarin akcigerleri alindiktan sonra sakrifiye edildi. Ozel kaplar igine

konularak -80°C’de ¢aligsma giiniine kadar bekletildi.
3.4. AKCIGER DOKU HOMOJENATLARININ HAZIRLANMASI

Calisma giintine kadar, -80°C’de dondurularak saklanan akcigerden doku
homojenatlarinin hazirlanmasi sirasinda yapilan tiim islemler, buz igerisinde ve 4°C’de

yiiriitiildii. Homojenizasyon iglemi, teflon u¢lu homojenizatdr ile gergeklestirildi.
Doku homojenatlariyla ilgili diger metodolojik 6zellikler ise su sekilde idi:

1. Akciger dokusu ¢ozdiriildiikten sonra, 3 kez soguk su ile yikandi. Hassas
terazi ile 1,0 g agirliginda tartilan yas doku 6rnekleri, 0,01 N HCI ile hazirlanan 5,0 ml
%5’lik TCA ¢ozeltisi ile homojenize (Jankee Kunkel IKA-Laboortechnick Ultra-Turrax
T25) edildi. Doku homojenat1 (1/5 w/v), 13,000 rpm’de 15 dakika santrifiije edilerek
(Sigma 3K30 Laborzentrifugen GmbH, West Germany), elde edilen proteinsiz-asit
slipernatan, ayn1 giin total ve okside glutatyon tayininde kullanildi (53,54).

2. Buzu ¢ozdiiriilen bagka bir akciger dokusu hassas terazi ile 1,5 g agirliginda
tartildiktan sonra, 0,25 g yas doku/ml homojenat olacak sekilde, 0,015 M PBS (pH 7,4)
ile homojenize edildi (55).

3. Ayni homojenatin (1/4 w/v) geri kalan kismi, 0,015 M PBS (pH 7,4) ile 1/10
(w/v) oraninda diliie edildi. Bu sekilde hazirlanan honojenat, 3000 rpm’de 30 dakika

santrififje edildi ve elde edilen silipernatanin bir kismi, aym1 giin MDA 0l¢iimiinde

kullanildi (56).

4. Siipernatanin diger kismi, 13,2000 rpm’de 30 dakika siire ile santrifiije edildi.
Elde edilen siipernatan, SOD, GSH-Px, CAT aktivitelerinin dlgiimiinde kullanilmak
tizere alikotlar halinde -80°C’de dondurularak saklandi (56).
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3.5. MALONDIALDEHIT TAYIiNi

Lipid peroksidasyonunun yikim {riinlerinden olan MDA’nin 0lglimiinde
kullanilan spektrofotometrik metodlarin biiyiik bir kismi, MDA nin, tiyobarbitiirik asit
(TBA) ile reaksiyona girerek, 532 nm dalga boyunda maksimum absorbans veren

pembe renkli bir kompleks olusturmasi prensibine dayanmaktadir (57).

Akciger dokusu MDA tayininde, Ohkawa ve ark.’min gelistirdigi metot
kullanild: (58). Siipernatanlardan 0,1 ml almnip kapakli cam tiiplere konuldu. Uzerlerine
sirastyla 0.1 ml sodyum dodesil sulfat (% 8.1), 0.75 ml asitik asit (% 20: pH=5),
tiyobarbitiirik asit(% 0.8) ve 0.3 ml distile su eklenerek iyice karistirildiktan sonra
agizlan sikica kapatilan tiipler, kaynar su banyosunda 60 dk kaynatildi. Musluk suyu ile
sogutulan tiiplere, 0.5 ml distile su ve 2.5 ml n-butonol/piridin (15:1) karisimi1 eklenerek
vorteksle iyice karistirildi. Tiiplerin 4°C’de 4000 rpm’de 15 dk santrifiije edilmesi ile
elde edilen pembe organik fazin absorbansi, 532 nm’de, distile su ile aym sekilde
calisilan kore karsi Olgiildii. Degerlendirme standart egri iizerinde yapildi. Standart
egriden elde edilen doku MDA seviyeleri (nmol/ml), ayni siipernatanlarda Lowry

yontemi (59) ile dl¢iilen miligram protein bagina verildi (nmol MDA/ mg protein).
3.6. SUPEROKSIT DISMUTAZ AKTIVITESI TAYINi

Calismaya alinan ratlarin akciger dokularindaki SOD aktivitesi tayininde Sun ve

ark. tarafindan gelistirilen metod kullanildi (60).

Metodun prensibi: ksantin oksidaz (XO) ile ksantinin oksidasyonu sirasinda
aciga c¢ikan O, nitroblue tetrazolium (NBT) gibi boyar maddeleri rediikleyerek
formazonlar1 olusturmaktadir. Siiperoksit anyonunun, H,O;’e dismutasyonunu saglayan
SOD varliginda, XO reaksiyonlar: ile iiretilen O,, siirekli tiiketileceginden, NBT ile

reaksiyona giren O, miktar1 azalacak ve bu yolla formazon olusumu 6nlenecektir.

SOD aktivitesi, XO’1n katalizledigi tepkimede, NBT rediiksiyonunun inhibisyon
derecesine bagli olarak dlgiilebilir. SOD aktivitesi ylikseldik¢ce, NBT rediiksiyonu ile

formazon olusumu azalacaktir.
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Ksantin — Urik asit + O,
NBT + O, —» Formazon (rediikte NBT)
0
SOD

2H' + 0, > H,0,+ 0O,

Calisma: SOD aktivitesi tayin edilecek her numune i¢in, toplam hacim 2,45 ml

olacak sekilde, agagidaki konsantrasyonlarda bir deney karisimi hazirlandi:
0,3 mM Ksantin 1,0 ml
150 uM NBT 0,5 ml

0,4 M Sodyum karbonat 0,3 ml

0,6 mM EDTA 0,5 ml
1 gr/L BSA 0,15 ml
Deney karisimi 2,45 ml

Deney karisimi  pipetlenen numune tiiplerinin iizerine akciger doku
homojenatlarindan elde edilen, 0,5 ml diliie siipernatan ve deney karigimi igeren kontrol
tiiptine, 0,5 ml 0,01 M fosfat tamponu (pH 7,0) ilave edildi. Deney tiipleri 25°C’de 5
dakika inkiibe edildikten sonra, her birinin iizerine, esit zaman araliklar ile, 0,05 ml 167
U/L XO eklenerek reaksiyon baslatildi. Tiipler, 25°C’de 20 dakika siireyle tekrar inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda, yine esit zaman araliklar ile tiiplere 1 ml 0,8 mM CuCl,
ilavesi ile reaksiyon durduruldu. Numune ve kontrol tiiplerinde, formazon olusumundan
kaynaklanan renk siddeti, 560 nm dalga boyunda, distile su koriine karsi,
spektrometerede okundu. SOD igermeyen kontrol tiipiinde, maksimum formazon

olusumu (Optik Dansite (OD): 0,250) gozlendi.
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Standart serinin hazirlanmasi: SOD (3300 U/mg solid/mg protein), 0,6 mg/ml
konsantrasyonda olacak sekilde, distile su ile ¢oziildii. Bu stok standart 0,01 M fosfat
tamponu ile diliie edilerek, deney ortaminda sirasiyla 6,25; 12,5; 25; 50; 100 ng
konsantrasyonlarinda olacak sekilde, SOD calisma standartlar1 hazirlandi ve numune

gibi ¢alisild.

Hesaplama: Standart seri ve numune tiiplerinde % inhibisyon degerleri

asagidaki formiille hesaplandi:

(Kontrol OD — Numune OD)
Kontrol OD

% inhibisyon = x10

Standart seri i¢in hesaplanan % inhibisyon degerlerine karsilik gelen SOD
kansantrasyonlar1 kullanilarak; SOD tarafindan NBT rediiksiyon hizinin inhibisyon
grafigi elde edildi. Grafik yardimi ile numunelere ait % inhibisyon degerlerinde iinite
SOD degerleri hesaplandi. Bu degerler metodun uygulanmasi sirasinda kullanilan

diliisyon faktorleri ile ¢carpilarak numunelerin ger¢ek SOD iinitelerine ulasildi.

Protein miktarlar1 da tayin edilen akciger doku homojenatlarinda (59), SOD

aktivitesi, spesifik aktivite cinsinden, U/mg protein olarak verildi.
3.7. GLUTATYON PEROKSIDAZ AKTIVITESI TAYINi

Akciger dokusunda glutatyon peroksidaz (GDH-Px) aktivitesi, Paglia ve

Valentine’nin birlesik enzimatik yontemi kullanilarak tayin edildi (61).

Metodun prensibi; GSH’mn H,0O, ile oksitlenmesini katalizleyen GSH-Px
reaksiyon hizinin, GSSG-Rd reaksiyonu sirasinda tiiketilen NADPH konsantrasyonu

tizerinden Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir:

GSH-Px GSSH-Rd

2 GSH + H,0 ——» H,0 + GSSH » 2GSH
NADPH+H+  NADP+
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Birlesik enzimatik reaksiyonlarla, GSH konsantrasyonu sabit tutuldugundan;
GSH-Px aktivitesi, UV-spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda, NADPH’in
NADP’a doniisiimii sirasinda gozlenen (OD) diisiisii iizerinden dogrudan tayin

edilebilir.

Hazirlanan deney karisimini igeren tiiplerin iizerine, 0,05 ml numune doku
siipernatani ilave edildi ve tiipler, 25°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Quartz kiivetlere
aktarilan inkiibasyon karisimlar1 {izerine 0,1 ml 2,2 M H,0, pipetlenerek reaksiyon
baslatildi ve UV-spektrofotometrede 340 nm dalga boyunda, distile su koriine karsi,
OD’deki diisiis 4 dakika siire ile izlendi. Ayrica GSH’1n nonenzimatik oksidasyonunu

tayin etmek i¢in, numune yerine distile su kullanilarak (kontrol), ¢alisma tekrarlandi.

Hesaplama: Her numune ve kontrol tlipii icin, 2. ve 4. dakika degerleri
kullanilarak, AOD/dk degerleri hesaplandi. Daha sonra numune AOD/dk degerlerinden
kontrol degerleri ¢ikarilarak net AOD/dk degerleri bulundu.

GSH-Px iinite (U/ml) degerleri, metodun uygulanmasi sirasinda yapilan
islemlere karsilik gelen diliisyon faktorleri ile carpilarak, gercek doku GSH-Px
aktiviteleri bulundu. Akciger dokusu GSH-Px aktivitesi, gram protein basma (U/g

protein) hesaplanarak, spesifik aktivite cinsinden verildi.
3.8. KATALAZ AKTIVITESI TAYINi

Akciger dokusunda katalaz aktivitesi tayininde Torii ve arkadaglari tarafindan
gelistirilen metod kullanildi (62). Metodun H,O;’in katalaz tarafindan O, ve H,O’ya
parcalanmas1 esnasinda reaksiyon karistmindaki absorbans degisiminin dSlgiilmesi

esasina dayanmaktadir.

2H,0, —A1 50, +2H,0

Cozeltiler: 1. 0.05 M Fosfat Tamponu (pH = 7,0)

2. 9%0.18 H,0; (0.05 M, pH=7.0, Fosfat tamponu i¢inde hazirland1)
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Calisma: Deney tiiptine 2 ml 0,05 M, pH = 7,0 Fosfat tamponu, 1 ml % 0,18
H,0, pipetlendi. Ortama daha sonra 100 pl/ml katalaz standart soliisyonu pipetlenerek,
25°C’de 240 nm dalga boyunda deiyonize su koriine kars1 spektrofotometrik olarak 10
dakika absorbans degisimi izlendi. Katalaz aktivitesinde, 4 dakikadan sonra bir degisim
gozlenmediginden, caligmada katalaz aktivitesinin 4 dakika boyunca izlenmesi uygun

bulundu.

Standart serinin hazirlanmasi: Standart olarak saf katalaz (Bovine Liver
Catalase, Sigma) kullanildi. 2,5, 5,0, 7,5 ve 10,0 pg/ml konsantrasyonlarda katalaz
standart sollisyonu hazirlandi. Deney tiiptine 2 ml fosfat tamponu (0,05 M, pH = 7,0) ve
1 ml % 0,18 H,O, pipetlendikten sonra ortama en son 100 pl standart eklendi. 25°C’de
240 nm dalga boyunda 4 dakika siireyle spektrofotometrik olarak absorbans degisimi
izlendi. AOD/dk hesaplanarak bu degerlerle standart egri ¢izildi. AOD/dk hesaplanarak,
katalaz miktarlar1 standart egriden elde edildi. Akciger dokusunda Lowry yontemi (59)

ile protein tayini yapilarak sonuglar pg/g protein cinsinden verildi.

Hesaplar:

(N OD/dk) x (Standart konsantrasyonu)

X = x Diliisyon Faktori
Standart OD
x = A pg Katalaz/ml (Numunedeki katalaz miktar1)

Numune pg protein ><: A pg Katalaz

1000 pg protein y ng Katalaz
A x 1000

y:

Numune pg protein

y = B ug katalaz / mg protein x 2,8 (faktdr) = U / mg protein

3.9. NITRIK OKSIT AKTiVITESININ TAYIiNi

NO radikalinin ¢ok kisa Omiirli olmasi, kantitatif olarak miktarinin

belirlenmesini giiglestirmektedir. NO, organizmada sentezlendikten hemen sonra ¢ok
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hizli bir gsekilde nitrit (NO,) ve nitrat (NOs) iyonlarina donlismekte ve mevcut nitrit
iyonlarinin %95’den fazlas1 da nitrat iyonlarina oksitlenmektedir. Biyolojik 6rneklerde
NO tayini, bu stabil metabolitler (NO, ve NO;)’in Olclilmesi ile indirekt olarak
yapilabilmektedir (63).

Nitrat tayini: Griess reaksiyonu (siilfanilamid ve N-1-naftiletilendiamin
maddelerinden olusan ¢0zelti) nitrat iyonlarma spesifik olmadigi icin, biyolojik
materyalde bulunan nitrat, dnce nitrite rediiklenir; sonra nitrit {izerinden miktar1 tayin

edilebilir (63,64).

Deproteinize orneklerde nitrat seviyelerinin tayini sirasinda, Griess reaksiyonu

ile birlestirilen nitrat rediiktaz (NR) reaksiyonu kullanildi (63,64).
Iki asamada gerceklestirilen metodun prensibine gelince:

1. Nitrat iyonlarinin, NADPH ve FAD kofaktorleri varliginda, NR tarafindan

nitrit iyonlarina rediiklenmesi

2. Total nitrit (endojen nitrit ve NR rediiksiyonu ile olusan nitrit)’in Griess

reaksiyonu ile azo tlirevi olusturmasi esasina dayanmaktadir.
Cozeltiler: 1. 0.1 M fosfat tamponu, pH 7.5
2.1 U/ml NR (sigma N-7265)
3.2.0 mM NADPH
4.0.1 mM FAD
5. Griess reaktifi
6. 100 mM KNOs (stok standart)

Taze hazirlanan NR, NADPH ve FAD cozeltileri ¢alisma sirasinda buz iizerinde
bekletilir.
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Calisma: Deney ortaminda 0.1 ml deproteinize plazma ya da doku siipernatanti,
55 mM fosfat tamponu, 100 mU/ml NR, 0.2 mM NADPH ve 5uM FAD olacak sekilde
gerekli pipetlemeler yapildi. Reaksiyon karisimlar1 37 °C’de bir saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonunda ortamda bulunan total nitrit miktar1, Griess reaksiyonu ile

tayin edildi. Degerlendirme nitrat standart egrisi lizerinde yapildi.

Standart serinin hazirlanmasi: Stok KNO; (100 mM) c¢ozeltisinden, 1.0
umol/ml konsantrasyonda ara stok standart ¢ozeltisi hazirlandi. Ara stok standart, deney
ortaminda 3.0; 6.0; 10.0; 25.0; 50.0; 100.0 nmol NO;/ml konsantrasyonlarina karsilik
gelecek sekilde; distile su ile diliie edilerek, sirasiyla 15; 30; 50; 125; 250; ve 500 nmol
NOs3;/ ml konsantrasyonlarinda standart seri hazirlandi ve deproteinize Orneklerde
oldugu gibi, NR ve Griess reaksiyonlar1 gerceklestirildi. Nitrat iyonlarinin rediiksiyonu

ile olusan nitrit konsantrasyonlarina karsilik gelen OD degerleri ile standart egri ¢izildi.

Standart egriden elde edilen total nitrit degerleri, metodun uygulanmasi sirasinda
yapilan islemlere karsilik gelen diliisyon faktorleri ile carpilarak, ger¢ek doku total nitrit

(NO;, ve NO;) seviyeleri bulundu ve nmol/g protein olarak verildi.
3.10. ISTATISTIKSEL YONTEM

Bu ¢alismada, gruplardan elde edilen verilerin degerlendirilmesinde, SPSS For
Windows’un 13.0 paket bilgisayar programi kulanildi. Gruplardan elde edilen veriler
normal dagilim gosterdiginden parametrik testlerden one-way ANOVA testi; ¢oklu
karsilastirma i¢in post-hoc testlerden Tukey HSD (Honestly Significant Difference)
testi; kontrol grubuna gore karsilastirmalar i¢in de Dunnett testi kullanildi. Istatistiksel
anlamlilik i¢in p< 0.05 olan degerler anlamli olarak kabul edildi. Degerler, ortalama =+

standart hata olarak verildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢aligmada kontrol grubu hari¢ radyasyon ve radyasyon+aminoguanidin
gruplarina alinan ratlara total viicut 1sinlamasi seklinde Cobalt-60 teleterapi cihazi ile
total doz 800 cGy olacak sekilde radyasyon uygulandi. Akcigerin oksidan/antioksidan
durumunun gostergesi olarak CAT, GSH-PX ve SOD aktiviteleri, lipid
peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA ve NO diizeyleri 6l¢iildii. Bulgular Tablo

8‘de verildi.

Tablo 8: Gruplarda doku enzim diizeyleri

CAT GSH-PX SOD MDA NO
Gruplar U/mgprotein | U/g protein | U/mgprotein | nmol/mg protein | nmol/g protein
+=SD +=SD +=SD +=SD +SD
Kontrol 8,492 +0,516 | 80,00+2,35 | 0,781 £0,021 2,433+ 0,517 1,409 + 0,631
)
RT 7,260 +£ 0,268 | 31,92 +2,16 | 0,415+ 0,066 4,111+ 0,590 2,567 + 0,379
an
RT+AG 9,816 £ 1,771 | 48,09+2,09 | 0,872 + 0,057 3,022 £ 0,322 1,571 £ 0,504
a1

(CAT: Katalaz, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz, MDA: Malondialdehit, NO: nitrik oksit, SD:
Standart sapma)
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Bulgular istatistik yontemle elde edilen p degerleri Tablo 9°da verildi.

Tablo 9: Gruplar aras1 doku enzim diizeylerinin p degerleri

Gruplar CAT GSH-PX SOD MDA NO
I-1I 0,042 0,001 0,001 0,001 0,001
I-111 0,027 0,001 0,002 0,032 0,763 (AD)

II-111 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001

(CAT: Katalaz, GSH-Px: Glutatyon peroksidaz, MDA: Malondialdehit, NO: nitrik oksit, AD:
Anlaml1 degil)

4.1. Akciger dokusunda CAT aktivitesi

CAT aktiviteleri sekil 8’de gosterildi. CAT aktivitesi RT grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p< 0,042). RT+AG grubunda
ise RT ve kontrol grubuna gore anlamli sekilde artma saptandi (sirasi ile p< 0,001 ve

p<0,027).

U/mg protein

o N A O 0 O

CAT

Kontrol

RT

RT+AG

Sekil 9: Gruplarin doku CAT aktiviteleri
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4.2. Akciger dokusunda GSH-Px aktivitesi

GSH-Px aktiviteleri sekil 9’da gosterildi. GSH-Px aktivitesi RT grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p< 0,001). RT+AG
grubunda ise RT ve kontrol grubuna gore anlaml sekilde artma saptandi (sirast ile p<

0,001 ve p<0,001).

GSH-Px

©
o

[0}
o

g o N
o O O
I I I

U/g protein
S
o

= N W
o O O O
! !

Kontrol RT RT+AG

Sekil 10: Gruplarin doku GSH-Px aktiviteleri
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4. 3. Akciger dokusunda SOD aktivitesi

SOD aktiviteleri sekil 10°da gosterildi. SOD aktivitesi RT grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiik bulundu (p< 0,001). RT+AG grubunda

ise RT ve kontrol grubuna goére anlaml sekilde artma saptand (siras1 ile p< 0,001 ve

p< 0,002).

SOD

o
oo
I

L0000
o N Wb [e)REN] © =
L L L

U/mg protein
o
[6)]

o
-

Kontrol RT RT+AG

Sekil 11: Gruplarin doku SOD aktiviteleri
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4.4. Akciger dokusunda MDA diizeyleri

MDA diizeyleri sekil 11°de gosterildi. MDA diizeyi RT grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis bulundu (p< 0,001). RT+AG grubunda ise
RT grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sekilde diistik saptandi (p< 0,001).

MDA

a
)

|TMDA |

nmol/mg protein

o = N w
(<IN IS I NS B VRS, BN
L L

Kontrol RT RT+AG

Sekil 12: Gruplarin doku MDA diizeyleri
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4.5. Akciger dokusunda NO diizeyleri

NO diizeyleri sekil 12°de gosterildi. NO diizeyleri RT grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p< 0,001). RT+AG grubunda ise RT
grubuna gore anlamli sekilde diisiik saptandi (p< 0,001). RT+AG grubunda, RT
grubuna gore gozlenen bu diisiis, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

degildi (p< 0,707).

NO

1,5 4 aNoO

nmol/g protein

Kontrol RT RT+AG

Sekil 13: Gruplarin doku NO diizeyleri

38



5. TARTISMA

Radyoterapi (RT)’de, hedef hiicre ya da dokularda hasar olusturmak igin
iyonlastirict radyasyon kullanilir. Bununla beraber iyonlagtirict radyasyon, normal
dokularda da yan etkilere neden olabilir. Radyoterapinin amaci, tiimér dokusuna
maksimum dozu verirken, normal dokuya minimum zarar vermektir. Radyoterapi dozu
arttikca, lokal tlimor kontrolii artarken, normal dokunun zarar gérmesi ihtimali de artar.
Elde edilen en iyi tiimor kontrolli, normal dokunun radyoterapiye toleransina baglidir

2,3).

Iyonlastiric1 radyasyon, ¢ogu tiimériin tedavisinde etkili olup kanserli hastalarin
yaklagik %50-60’inda tedavinin bir parcasidir (1). Radyoterapi, bircok torasik
malignitede c¢ok Onemli bir tedavi modalitesidir. Radyoterapiye bagli pulmoner
toksisiteyle sikca karsilasilmakta olup, bu durum RT dozunu simirlayan ciddi bir
problemdir. Akciger kanseri, meme kanseri, lenfoma ve timoma nedeni ile RT
uygulanan hastalarin %30’unda radyoterapi ile iliskili pulmoner semptomlar meydana
gelir. Hodgkin lenfoma, 6zefagus kanseri ve total viicut 1sinlamasi sonrast kemik iligi
transplantasyonu gibi kombine tedavi modalitelerinin uygulandigir durumlarda da RT’ye

bagli pulmoner toksisite siklikla goriiliir (3,10).

Oksidatif stres, asir1 serbest radikal {retimi ve/veya zayif antioksidan
savunmanin oldugu durumlarda meydana gelir ve yapisal ve fonksiyonel degisikliklere
neden olan biomolekiillerin kimyasal degisimleri ile sonuglanir. SOR iiretimi

radyasyona bagli doku hasarinin patogenezinde 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle
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SOR’ni inhibe eden veya temizleyici ilaglar iyonlastirict radyasyon uygulanan normal
dokulardaki hasar1 azaltmada yararli olabilirler (11). Bu amagla c¢alismada,
antineoplastik ve toksik ilaglarla yapilan deneysel caligmalarda SOR {izerine inhibe

edici veya temizleyici etkisi gosterilmis olan AG kullanildi.

Iyonlastiric1 radyasyonun biyolojik ve oliimciil etkileri icin primer hedefin
hiicresel DNA oldugu bilinmektedir. Iyonlastirici radyasyona bagli hiicresel DNA
hasarinin yaklasik %60-70’1 SOR ile meydana gelir. SOR, iyonlastirict radyasyonun
etkisi ile su molekiillerinin radyolizi neticesinde hizli bir sekilde olusur. Sekonder
reaksiyonlar da olusan SOR’nin diizeyinin artmasina yol agar. DNA’nin yan sira lipid
ve proteinler de iyonlastirici radyasyona bagli serbest radikallerden etkilenir. Lipid
peroksidasyonunun, hiicre membranlarindaki hasarin 6nemli nedenlerinden ve SOR’ne
bagli doku hasarinin gelismesine katkida bulunan faktor oldugu gosterilmistir (8,11).
Lipid peroksidasyon iirlinlerinden olan MDA, radyasyona bagli oksidatif hasarin
gostergesidir. Calismalarda tiim viiciit 1sinlamas1 veya lokal 1sinlama yapilan ratlarin
akciger, karaciger, kolon, kalp ve ileum gibi organlarinda radyasyona bagli hasarin
gostergesi olarak doku MDA diizeylerinde artma oldugu gosterilmistir (1,11,52,65). Bu
calismada da radyasyona bagl akciger hasarin1 gostermek icin doku MDA diizeyleri
Olciildii. Radyasyon grubunda kontrol grubuna gére MDA diizeyinde artma saptandi.
Ayrica oksidatif stresin asirt SOR iiretimine bagli oldugunu géstermek amaci ile doku
NO diizeyleri 6lgiildii. Yine radyasyon grubunda kontrol grubuna goére NO diizeyinde
artma saptandi. MDA ve NO diizeylerinde artis radyasyonun akcigerde oksidatif hasara

yol actigin1 gostermektedir.

SOR’nin artisina bagli olusan oksidatif hasara karsi hiicreleri, baz1 enzimatik
veya non-enzimatik savunma sistemleri korur. Oksidatif stresden hiicreleri koruyan
SOR temizleyicisi SOD, GSH-Px ve CAT gibi antioksidanlar, enzimatik savunma
sistemde yer alirlar. Vit E, melatonin ve glutatyon gibi bazi antioksidanlar ise non-

enzimatik savunma sistemde yer alirlar.

Hiicrenin serbest radikallere karsi olusturdugu savunma mekanizmasi kendi
icerisinde hem sinerjistik hem de antagonistik etkili olabilmektedir. Ornegin, CAT ve

GSH-Px, hiicrenin farkli kisimlarinda iiretilen H,O, {izerinde ayni katalitik aktiviteye
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sahiptir. Diger taraftan SOD, CAT ve GSH-Px birbirlerini karsilikli desteklemekte;
CAT ve GSH-Px’1n oksidasyonuna neden olan O,", SOD tarafindan H,O,’e ¢evrilirken;
SOD’in inaktivasyonuna yol a¢an H,0,, CAT ve GSH-Px tarafindan yikilmaktadir
(23,24). Bu reaksiyonlar, serbest radikalleri metabolize eden enzimler arasinda

diizenleyici etkilesimlerin oldugunu gostermektedir.

Calismada radyasyon grubunda kontrol grubuna gére SOD, GSH-Px ve CAT
aktivitelerinde azalma saptandi. Bu durum, asir1 SOR iiretimine karsi antioksidan
sistemin yetersiz kaldigim1 gostermektedir. RT+AG verilen grupta SOD, GSH-Px ve
CAT aktivitelerinde artis oldugu gozlendi. Bu ii¢ antioksidan enzimin de birbirlerinin
etkilerini potansiyelize ettigini gostermektedir. Bunun nedeni AG, dokuda iNOS’u
inhibe ederek ortamdaki NO diizeyini azaltirken, cNOS’a bagli olarak sentezlenen NO,
SOD ile siiperoksit i¢in yarigir. Sonugta reaksiyon hizi yiiksek olan NO ile siliperoksit
birleserek ortamda peroksinitrit olusumuna neden olur. SOD daha yavas reaksiyon
verdigi i¢in ortamda yiliksek miktarda bulunabilir. Dolayis1 ile SOD tarafindan
siiperoksitten olusturulan H,O, miktar1 az olacagindan ortamdaki CAT ve GSH-Px

miktar da fazla olacaktir.

Ayrica ¢alismada, MDA diizeyi RT grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli artmis bulunurken, RT+AG grubunda ise RT grubuna gore anlamli
sekilde diisiik saptandi. CAT, GSH-Px ve SOD aktiviteleri RT grubunda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli diisiikk bulunurken, RT+AG grubunda ise bu
aktivitelerde RT ve kontrol grubuna gore anlamli sekilde artma saptandi. MDA
diizeyinde RT+AG grubunda, RT grubuna gore anlamli diisiis saptandi. RT+AG
grubunda RT grubuna gore antioksidan enzim (CAT, GSH-Px ve SOD) diizeylerinde

istatistiksel olarak anlamli olan artig kontrol grubuna gére de anlamli saptandi.

NO, fizyolojik ve patolojik olaylarda rol alir. Diisiik konsantrasyonlarda giivenli
olup fizyolojik olaylarda rol alirken, yiiksek konsantrasyonlarda infeksiyon ve
inflamasyonlarda rol oynar (19). Akut akciger hasar1 ve kolonun inflamatuar
lezyonlarinda NOS ekspresyonunun, siiperoksit ve peroksinitrit iretimi ile sonu¢lanan
NO’in agir1 iiretimine neden oldugu gosterilmistir. Akciger fibrozisinde hiicresel hasara

infiltratif hiicreler tarafindan tiretilen SOR aracilik eder. Aktive makrofajlarin hem NO
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hem de peroksinitrit {rettigi gosterilmistir. Peroksinitrit en potent oksidan olup
stiperoksit radikalleri ile NO’in reaksiyonunda hizl bir sekilde iiretilir (66). Notrofil ve
makrofajdan iiretilen serbest nitrojen radikalleri, sitotoksisitede ve akciger hastaliginin
patogenezinde 6nemli rol oynar. Ornegin solunan havada NO diizeylerindeki artisin

alveolitis, astim ve bronsektazi ile ilgili oldugu gosterilmistir (17-19).

AG, geri doniistimsiiz (irreversibil) iNOS inhibitéridir (12-14). AG ve
derivelerinin antikanser ve antiviral etkiye sahip oldugu; in vitro civciv fibroblastlarinin
Rous sarkom virus transformasyonunun, farede P388 l6semisinde ve kiiltiirde Ehrlich
asitlerinin hiicre biiyiime proliferasyonunu inhibe etmesi ile gdsterilmistir (67). Diger
calismalar AG’in 8 derivesinin riboniikleik asit rediiktaz aktivitesini inhibe ederek in
vitro insan 16semi hiicrelerine karsi etkili oldugunu gostermistir (67). AG’in diyabetik
rat modellerinde, yara iyilesme siirecinin bir kisminda glikoza bagli angiogenezin

inhibisyonunu durdurdugu gdsterilmistir (18).

Sitokinler, lipopolisakkaritler ve ortam pH’da diisme iNOS salinimini artirir.
Akcigerde NO’in hiicresel kaynagi, interstisyel makrofajlar, alveolar tip II epitelyal
hiicreler, alveolar makrofajlar ve endotelyumdur (69). Iyonlastirici radyasyona bagl
akciger hasarinin mekanizmasi net olarak bilinmemekle beraber, sitokin aktivitesi ve
oksidatif strese bagli olduguna inanilmaktadir (9,10). Radyasyona bagli akciger hasari,
patolojik olarak aktif makrofajlarda artma ile karakterize erken inflamatuar cevapla

iliskilidir (10).

Akciger hasarma yol agan NO’in etkisinin; mitokondrial Fe-siilfiir igeren
enzimlerin inaktivasyonu, DNA hasarmin indiiksiyonu, siklooksijenazin aktivasyonu ile
inflamatuar cevabin uyarilmasi ve prostaglandin sentezinin arttirilmasina bagli oldugu
bilinmektedir. Ayrica NO’in, notrofil aracili hiicre 6liimii ve siiperoksit aracili toksisite
ile alveolar epitelyal hiicreleri korudugu ve NO inhalasyonunun IL-1’in stimiile ettigi
alveolar yiizeye notrofil gocilinli azalttigi da bildirilmistir (68). Klinik olarak NO
inhalasyonu, 6demi onleyerek akut respiratuar distres sendrom (ARDS)’lu hastalarda

kapiller basinci azaltmaktadir (25,28).

NO ve peroksinitrite bagli doku hasarin1 azaltmanin yollarindan birisi de, AG

gibi iINOS’un spesifik inhibitorii ile NO’in asir1 {iretimini inhibe etmektir. AG’in
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kullanimt ile diyabet, ensefalomiyelit ve doksorubisine bagli kardiotoksisite gibi NO’in

asir1 Uretimine baglanan patofizyolojik degisikliklerin siddetinde azalma bildirilmistir

(17).

Diyabet, serbest radikallerin hiicresel hasara yol actig1 hastaliklar icerisinde en
iyi bilinen orneklerden biridir. AG’in, diyabette asir1 NO iiretiminin neden oldugu
oksidatif stres ve lipid peroksidasyonunu azaltarak patofizyolojik degisikliklerin

siddetini azalttig1 gosterilmistir.

iNOS izoformu tarafindan olusturulan NO sentezi ¢esitli sitokinler ile olusan
inflamatuar hava yollar1 hastaliklarinin ~ patofizyolojisinde rol oynar. NO’in
tiimorgenezisine etkisi kompleks olup metaztazda oldugu gibi tiimor progresyonu ile
ilgili olan artmig NOS ekspresyonu ile iligkilidir. Yiiksek konsantrasyonlarda iNOS ile
tiretilen NO hem sitotoksik hem de sitostatik 6zellikleri ile karsinogenezin ilk adimi
olan DNA hasarina yol agar. Diislik konsantrasyonlarda cNOS tarafindan olusturulur ve
anjiogenetik etkiye sahip NO’in antiapopitotik etkisi ile artar. Bu nedenle kanserden
korunma ve kanseri tedavi etme ¢alismalarinda iNOS i¢in spesifik NOS inhibitorlerinin
secimi Onemlidir. Bu veri akciger kanserinden korunmada in vivo akciger kanseri
modelinde iNOS inhibitorleri ile ilgili preklinik caligmalarin temelini olusturmustur

(67).

Bleomisine (BLM) bagli akciger fibrozisi, baslangicta kismen nétrofiller ve
makrofajlar tarafindan {iretilen hidroksi radikalleri, siiperoksit iyonlar1 ve hidrojen
peroksit gibi SOR’nin akcigerde yol a¢tig1 inflamatuar reaksiyona baglidir. SOR’nin
akciger parenkimini hasara ugratarak akciger fibrozisine yol a¢tigina inanilir. Son
zamanlarda yayinlanan bazi ¢aligmalarda, ratlarda BLM bagli idyopatik pulmoner
fibrozis gelismesi sirasinda bronkoalveolar lavaj sivisinda NO diizeyinde artma ve

mRNA, iNOS ve NOS proteinlerinin overekspresyonu gosterilmistir (19).

Yildirim ve ark. bir calismada, BLM’e bagl akciger fibrozisinin patogenezisinde
NO’in rol oynadigin1 ve antioksidan etkili iNOS inhibitérii AG’nin, olusturulan bu

hasara kars1 koruyucu etki gosterdigini bildirmislerdir (19).
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Giri ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismalarinda ratlarda oral yolla AG uygulamasinin,
yiiksek dozlarda sistemik bir toksisiteye yol a¢gmadan bleomisin’e bagli akciger
fibrozisini, hem biyokimyasal hem de morfolojik olarak azaltigin1 ve nitrik oksitin

bleomisine bagli akciger fibrozisinde 6nemli rol oynadigini gostermislerdir (17).

Wilhelm ve ark., N-nitroso-N-methylurethane (NNMU)’a bagli akut akciger
hasarinin, NO ile iligkili oldugunu ve NOS inhibitorlerinin NNMU’ya bagl alveolar
hasar1 azalttigin1 gostermislerdir (68,69).

Paraquat, oksidatif strese neden olan bir maddedir. Serbest radikaller
olusturarak, akciger, karaciger, miyokard ve bdbrekte nekrotik hasara neden olan
oldukca toksik bir herbisid (bitki oldiiriicii) dir. Paraquat, paraquat radikalleri ile
oksijene ekstra elektron tasiyarak siiperoksit radikallerine ¢evrilir. Siiperoksit radikalleri
de SOD enzimi ile hidrojen peroksit ve hidroksil radikallerine doniisiir. Olusan bu
toksik radikaller CAT veya glutatyon varliinda GSH-Px ile detoksifiye edilir. Bu SOR
Ozellikle de hidroksil radikalleri doymamis yag asitleri ile tepkimeye girerek lipid-
hidroperoksit iiriinlerine doniigiir ve erken donemde akciger epitelyumunu yikarak

akciger fibrozisine yol acar (18).

Adel ve ark., ratlarda paraquata bagli olusan akciger toksisitesinde NO’in rol

oynadigini ve bu hasara kars1t AG’nin sitoprotektif etki gosterdigini bildirmislerdir (18).

Nozaki ve ark., ratlarda iyonlastirici radyasyon maruziyeti sonrast iNOS aracili
olusan NO’in, pulmoner inflamasyonda 6nemli bir mediyatdr olarak rol oynadigini ve
olusturulan akciger pndémonisi modelinde, iINOS ekspresyonunun isinlanan akciger
dokusunda gozlenirken, 1s1nlanmayan akcigerde tespit edilemedigini géstermislerdir. Bu
expresyonun radyasyondan sonraki 3 ila 7 giinler arasinda oldugunu bildirmislerdir
(70). Ayrica kolon ve ileumda da irradyasyon sonras1 iNOS ekspresyonu oldugu tespit
edilmistir (71).

Bu c¢alismada tiim viiciit 1s1nlamasi yapilan ratlarin akciger dokusunda radyasyon
uygulamasini takiben 72 saatte NO diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli artis oldugu saptandi. Bu sonuc¢larimiz Nozaki ve ark.nin verileriyle

uygunluk gostermektedir. RT+AG grubunda ise RT grubuna gore anlamli sekilde diisiis
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goriildii. Ancak RT+AG ile RT grubu arasindaki bu diisme, kontrol grubu ile sayisal
deger olarak ¢ok yakin olup istatistiksel olarak anlamli diizeyde saptanmadi. Bu veriler,
iyonlagtirict radyasyona bagli akciger hasarinin NO artis1 sonucu meydana geldigini
desteklemektedir. Ayrica selektif iNOS inhibitorii AG uygulamasinin, hem radyasyona
bagli oksidatif stres sonucu olusan SOR’ne antioksidan etki gostererek hem de NO ve
NO radikallerinin olusumunu azaltarak akciger hasarmi azaltict etki yaptigini

gostermektedir.

Akciger dokusunda, RT alan grubunta CAT, SOD ve GSH-Px aktivitelerinde
azalma ve MDA seviyesinde artma; buna karsilik RT+AG grubunda CAT, SOD ve
GSH-Px aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma tespit edilmesi, AG’in
koruyucu etkisinin antioksidan aktivitesine bagli oldugunu gosterebilir. Bu veriler daha
once oksidan ajanlarla yapilan ¢aligmalarda gosterildigi gibi, iyonlastiric1 radyasyona
bagli gelisen akciger hasarinin SOR’ne bagl olarak gelistigini ve AG’in etkisinin

antioksidan yolla olabilecegini desteklemektedir.

AG yiizyill agkin bir siireden beri bilinmesine ragmen genel olarak biguanid
grubu antidiyabetikler, bir takim yan etkilerinin olmas1 ve daha etkili antidiyabetiklerin

iiretilmesi nedeni ile diyabet tedavisinde pek tercih edilmemektedir (50,51).

Boylece SOR’ni inhibe eden ve/veya temizleyici antioksidan ilaglar iyonlagtirici
radyasyona maruz kalan normal dokulardaki hasar1 azaltarak kanserli hastalarda yararl
olabilirler. Ancak, gerek preklinik ve gerekse klinik daha fazla ¢alisma yapilmasi ve
Ozellikle etki mekanizmasi ve yan etki profilinin daha net ortaya c¢ikarilmasi

gerekmektedir.

45



6. SONUCLAR

Ratlarda 8 Gy tiim viiciit 151nlamas1 yapilarak iyonlastirici radyasyona bagl
akciger hasarit olusturuldu, bunun gostergesi olan lipid peroksidasyon {iriinlerinden

MDA diizeyi, RT grubunda kontrol grubuna gore yiiksek bulundu.

Iyonlastiric1 radyasyon uygulamasima bagli akciger hasari olusumunda NO’in
katkisinin olabilecegi; bunun gostergesinin de RT grubunda kontrol grubuna gére NO

diizeylerinin daha yiiksek saptanis1 sdylenebilir.

Iyonlastiric1 radyasyon uygulanmasi ile CAT, GSH-PX ve SOD gibi antioksidan
enzimlerin etkilendigi ve anlamli azalma meydana geldigi goriildii. Bu da iyonlastirict
radyasyonun olusturdugu hasarin, serbest radikallerin asir1 iiretilmesi; buna karsin
antioksidan sistemin yeterince c¢alismamasi neticesinde meydana gelebilecegini

gostermektedir.

RT grubunda doku MDA diizeyinde artma olmasi, akciger hasar1 sirasinda
Ozellikle de membran yapilarinda lipid peroksidasyonunun arttigin1 géstermektedir. AG

uygulamasi ile MDA diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli azalma goriildii.

RT+AG grubunda her {i¢ antioksidan enzim aktivitesinde de artis goriilmesi,

AG’nin antioksidan etkiye sahip bir ajan oldugunu kanitladu.
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AG uygulamasia bagl olarak doku NO diizeylerinde azalmaya neden olmasi,
iNOS inhibitérii olan AG’nin NO olusumunu 6nleyerek doku hasar1 gelisimine karsi

koruyucu etki yaptigini géstermektedir.

Selektif iNOS inhibitorii ve antioksidan etkileri gosterilen bir ajan olan AG’in,
iyonlastirict radyasyona bagli akciger hasarina karst koruyucu olarak kullanilmasi,
calismamizin verilerinden hareketle dnerilebilir. Ancak, etki mekanizmalarinin daha iyi
anlasilmasi, doz ve tolerabilite konularinin daha da a¢ikliga kavugsmasi i¢in, preklinik ve
klinik caligmalara gerek vardir. Caligmamizin gelecekte yapilacak olan bu ¢aligmalara

151k tutacagi kanaatindeyiz.
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