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SICANLARDA DNA HASARINA NEDEN OLAN IiYONIZE
RADYASYONA KARSI PYCNOGENOL®“UN RADYASYON
KORUYUCU VE ANTIOKSIDAN ETKIiSI

Fazile CANTURK
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Biyofizik Anabilim Dalh
Doktora Tezi, Eyliil 2014
Damisman: Prof. Dr. Yusuf CANER

KISA OZET

Sicanlarda tiim viicut 1sinlamasma bagli olusturulacak akciger, bobrek ve karaciger
hasarina karsi, pycnogenoliin radyasyon koruyucu ve antioksidan etkisi olup olmadigini
tek hiicre diizeyinde, doku diizeyinde ve biyokimyasal parametreler kullanarak
arastirmaktir.

Calisma, on grup ve her grupta sekiz-on haftalik ve agirligi 234420 gr arasinda degisen
erkek Wistar Albino cinsi on sigan olacak sekilde planlandi. Kontrol grubu, yalniz
radyasyon grubu (y-isini1), antioksidan gruplar (Pszs, P7s, Piso, Psog) Ve radyasyon +
antioksidan gruplar (y-isin1 + P37, y-1511 + P7s, y-15101 + Pyso, y-18101 + P3gp) 0lmak
tizere on gruba ayrildi. Radyasyon Cobalt-60 teleterapi cihaziyla uygulandi. Caligma
radyasyon uygulamasindan ii¢ giin 6nce baslatildi ve dort giin siirdii. Pycnogenol %5°lik
DMSO’da ¢ozdiiriildii. Kontrol ve radyasyon grubuna %5 DMSO, antioksidan gruplara
24, 48 ve 72. saatlerde pycnogenol verildi. Radyasyon + antioksidan gruplara 900 cGy
y-1s1n1yla 1ginlanmadan 6nce 24, 48 ve 72. saatlerde pycnogenol verildi. Radyasyon ve
antioksidan uygulamasindan 24 saat sonra, ketamin ve ksilazin genel anestezi altinda
siganlarin akcigerleri, karacigerleri ve bobrekleri alindiktan sonra tiim si¢anlar sakrifiye
edildi. Deney hayvanlarindan alinan akciger, karaciger ve bobrek dokusunda, comet
assay, histo-patolojik degerlendirme, CAT, SOD aktiviteleri ve MDA diizeyleri
degerlendirildi.

Akciger dokusunda, radyasyon grubunda kontrol grubuna goére CAT aktivitesinde
azalma, SOD aktivitesinde ve MDA seviyesinde artma; radyasyon + antioksidan
gruplarda SOD ve CAT aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma bulundu.
Karaciger dokusunda, radyasyon grubunda CAT aktivitelerinde artma, SOD
aktivitelerinde azalma ve MDA seviyesinde artma; buna karsilik radyasyon +



antioksidan grubunda CAT ve SOD aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma
tespit edildi. Bobrek dokusunda, radyasyon grubunda CAT aktivitelerinde ve SOD
aktivitelerinde azalma ve MDA seviyesinde artma; buna karsilik radyasyon +
antioksidan grubunda CAT ve SOD aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma
tespit edildi.

Akciger, karaciger ve bobrek dokularinda kontrole gore diger gruplarda comet
parametreleri artmig, bu parametreler radyasyon + antioksidan gruplarda radyasyon
grubuna gore azalmist1 (p<0.001).

Akciger, karaciger ve bobrek dokularinda kontrol grubuna gore diger gruplarda
bozulmus histo-patoloji, radyasyon + antioksidan gruplarda radyasyon grubuna gore
diizelmis histo-patoloji gézlendi.

Antioksidan etkileri gosterilen bir ajan olan pycnogenoliin iyonize radyasyona bagl
akciger, karaciger ve bobrek hasarina kars1 koruyucu olarak kullanilmasi, ¢alismamizin
verilerinden hareketle Onerilebilir. Ancak, etki mekanizmasinin ve molekiiler temelinin
daha iyi anlasilmasi, doz, toksisite ve tolerabilite konularmin daha da agikliga
kavusmasi igin, preklinik ve klinik ¢aligmalara da gerek vardir.

Anahtar kelimeler: Gama 1s1n1, pycnogenol, karaciger, bobrek, akciger.



ANTIOXIDANT AND RADIOPROTECTIVE EFFECT OF PYCNOGENOL®
AGAINST IONIZING RADIATION INDUCING DNA DAMAGE IN RATS.

Fazile CANTURK
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Biophysics
PhD Thesis, September 2014
Supervisor: Prof. Dr. Yusuf CANER

ABSTRACT

Investigation using single cell, tissue and biochemical parameters whithout effect of
radiation protect and antioxidant of pycnogenol against liver, kidney and lung damage
induced whole body irradiation in rats.

Study, a hundred of male Wistar Albino rats between 8-10 weeks of age and between
234420 gr of weight were planed for the investigations. The animals were randomly
assigned to ten groups, each consisting of 10 rats. Control group, four antioxidant
groups (P37, P7s, Piso. Psoo), only irradiation group (y-irradiation), and four irradiation
and antioxidant groups (y-irradiation + P35 y-irradiation + Pys, y-irradiation + Pysg, -
irradiation + P3q0). Irradiation was applied by Cobalt 60 teleterapy machine. The study
was begined prior to three days from y-irradiation and lasted four days. Pycnogenol
extract was dissolved in 5% dimethyl sulfoxide (DMSQO). Controls and y-irradiation
groups were give 5 % DMSO and antioxidant groups were given pycnogenol in 24, 48
and 72h. Irradiation + antioxidant groups were given pycnogenol in 24, 48 and 72h prior
to 900 cGy of y-irradiation. All animals were sacrified and was take kidney, lung and
liver under anesthetized by intramuscular injection ketamine and xylazin 24 h post
antioxidant and post irradiation. In the kidney, liver and lung tissue were evulated comet
assay, histopathology, CAT, SOD activities and MDA level. In lung tissue, there was
decrease CAT activites, increase SOD activites and MDA lever in irradiation groups
according to control group. There was increase CAT, SOD activities and decrease MDA
level in irradiation + antioxidant groups. In liver tissue, there was increase CAT
activites, decrease SOD activites and increase MDA lever in irradiation groups
according to control group. There was increase CAT, SOD activities and decrease MDA
level in irradiation + antioxidant groups. In kidney tissue, there were decrease CAT and
SOD activites and increase MDA lever in irradiation groups according to control group.
There were increase CAT, SOD activities and decrease MDA level in irradiation +

antioxidant groups.



Xi

In lung, liver and kidney tissues, there were increase comet parameters in others groups
according to control group, there parameters were decrease in irradiation + antioxidant
groups according to irradiation group (p<0.001).

In lung, liver and kidney tissues, there were destroy histopathology in others groups
according to control group, there were improved histopathology in irradiation +
antioxidant groups according to irradiation groups.

These findings suggest that pycnogenol an agent which shows the antioxidant effects,
may be a useful protective against the ionizing radiation-induced lung, liver and kidney
damage. However there is a need for preclinical and clinical research for better
understanding of the mechanism of action and molecular bases in addition to further
clarification of dosage, toxicity and tolerability issues.

Key words: Gamma radiation, pycnogenol, liver, kidney, lung.
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1.GIRIS VE AMAC

Iyonize radyasyonun etkisini azaltabilecek, toksik olmayan etkili bir radyasyon
koruyucunun tanimlanmas1 ve gelistirilmesinde siirekli bir ilgi bulunmaktadir. Iyonize
radyasyon birgok tiimor ¢esidinin tedavisinde etkili olup tiim kanserli hastalarin yaklasik
%60’1inda tedavinin 6nemli bir pargasidir (1). Radyoterapinin amaci, normal dokuyu
olabildigince korumak suretiyle, timor dokusuna maksimum dozu verirken, normal
dokuya minimum zarar vermektir. Radyoterapi dozu artirilirken, lokal timor
kontroliinde de buna paralel bir artis elde etmek miimkiindiir. Ancak normal dokudaki
komplikasyon riski de beraberinde artar. Dolayisiyla tiimor kontroli bir anlamda normal

dokunun radyoterapiye toleransina baghdir (2, 3).

Iyonize radyasyonun temel etki mekanizmasi, DNA’da yaptig1 hasara bagli olarak hiicre
Oliimiine yol agmasidir. DNA’daki dliimciil (letal) hasar DNA molekiiliiniin firlatilmig
bir elektron ile direkt iyonizasyonu sonucu meydana gelebilir. Radyasyonun bu direkt
tyonlastirici etkisi hasarin bir boliimiinden sorumludur. Asil hasar yapan olaylar indirekt
mekanizma ile ortaya ¢ikar. Ortamdaki suyun iyonizasyonuna bagli olarak gelisen
serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin olusumu DNA’daki o6liimciil hasarin asil

sorumlusudur (4, 5).

Normal dokularda radyoterapiye bagli gelisen yan etkiler akut, subakut ve ge¢ radyasyon
komplikasyonlaridir. Normal akciger dokusu, verilen iyonize radyasyondan en g¢ok
etkilenen dokulardan birisidir. Akcigerde akut/subakut radyasyon hasar1 olarak

radyasyon pnomonisi, ge¢ radyasyon hasari olarak da radyasyon fibrozisi, kronik



radyasyon pndmonisi, korpulmonale ve sag kalp yetmezligi goriilebilmektedir (2, 3, 6-
8). Radyoterapiye bagli akciger toksisitesi yaygin olup, 6zellikle belli bir dozun {izerine
cikildiginda uygulanacak radyoterapi dozlarini 6nemli 6l¢iide sinirlamaktadir. Akciger
kanseri, meme kanseri, lenfoma ve timoma nedeni ile radyoterapi uygulanan hastalarin
%30 unda radyoterapiye bagli akciger sikayetleri meydana gelir (6). Iyonize radyasyona
bagli akciger hasarinin mekanizmasi net olarak bilinmemekle beraber sitokin aktivitesi

ve oksidatif strese bagli olduguna dair ¢alismalar vardir (9, 10).

Karaciger genellikle iist abdomen, sag akciger, distal 6zofagus tiimorlerinde, abdomen
radyoterapi sirasinda, tiim abdomen ya da tiim viicut 1sinlamasinda kazara iginlanir (11).
fyonize radyasyon maruziyeti, ciddi saglik kosullarinin gelistirilmesini gerektirir. Akut
etkiler cogunlukla hematopoietik hiicre kayiplari, bagisiklik sistemi yetersizligi,
mukozal hasar, karaciger ve diger dokularda potansiyel hasarlardir. Tim organin
1sinlanmasi hepatosit yetmezligi ve hepatit gibi radyasyon kaynakli karaciger hastaligina
yol agabilir (12).

Radyoterapiyi sinirlayan en onemli faktdrlerden bir tanesi normal ¢evre dokularda
hasarlarin olugmasidir. Bobrek, radyasyon kaynakli morbidite gelistirme riskinin normal
dokulardan radyo duyarliligi en fazla olan organlardan biri olarak bilinir (13, 14).
Abdominal ya da tiim viicut 1sinlamadan sonra radyasyon nefropati olusacagi tahmin
edilir. Radyasyon tedavisinden sonra, bilyiik 6lgiide toplam radyasyon dozuna bagh
bobrek fonksiyonunun geg ve siirekli ilerleyici bozulmasi bildirilmistir (15). Bobrekler,
gastrointestinal kanserler, jinekolojik kanserler, lenfomalar ve {ist abdomen sarkomlar
i¢in radyoterapi ve tiim viicut 1ginlama sirasinda doz sinirlayici organlardir. Radyoterapi
iligkili bobrek hasar sikligi, muhtemelen uzun gecikme nedeniyle rapor edilmemistir,

c¢iinkii disfonksiyon olasilig1 genellikle daha yaygin nedenlere baglanir (16).

Kanser tedavisinde her gecen giin yeni gelismelere paralel olarak hastalarin sag kalimi
uzamaktadir. Bununla beraber yeni kemoterapdtik ilaglarin ve radyasyon tekniklerinin
gelismesine ragmen tedaviye bagli komplikasyonlar hala yiiksek orandadir. Radyoterapi
alan hastalarda, tedavi alaninda tiimorle birlikte bir kisim saglikli dokular da
isinlandigindan radyoterapinin ¢esitli yan etkileri ortaya ¢ikmakta ve bu durum kanser
hastasinin yasam kalitesinde bozulmaya sebep olabilmektedir (2, 3). SOR’u inhibe eden
veya “scavenger” (temizleyici, siipiiriicli, toplayici) etki gosteren antioksidan ilaglar

iyonize radyasyona bagli normal dokulardaki hasar1 azaltabilir (17). Iyonize radyasyona



bagli olusan oksidatif hasar1 en aza indirmek ic¢in radyasyon koruyuculari
(radyoprotektorler) lizerinde yapilan caligmalar son yillarda giderek yayginlagmistir (5).

Bunlardan birisi de pycnogenoldiir.

Pycnogenol (French Maritime Pine Bark Extract), Pinus pinaster olarak bilinen bir deniz
¢am agacinin kabugundan elde edilen biyoflavonoid/polifenol yapisinda bir komplekstir.
Pycnogenol adiyla satilan ¢am kabugu ekstresi, oligomerik proantosiyanidin
kompleksleri (OPC) denilen dogal bilesikler icerir ve antioksidan, anti-inflamatuar ve
antikanserojen Ozellikleri de dahil olmak fiizere bir¢ok biyolojik etkileri vardir (18).
1940'l1 yillarda, Dr. Jacques Masquelier, ¢gam agacinin kabugundan ¢ikan biyoflavonoidi
“pycnogenol” olarak adlandirarak bu maddenin viicuttaki serbest radikallere karsi C ve
E vitaminlerinden daha etkili oldugunu belirtmistir. Pycnogenoliin baslica bilesenleri
polifenoldiir. Ozellikle katesin, epikatesin, taksifolin, monomerik ve oligomerik
birimleridir.  %65-75 pycnogenol ekstresi, prosiyanidinlerin degisen zincir
uzunluklarinda katesin ve epikatesinin alt birimlerinden olusmaktadir (19).
Karsilastirmal1 arastirmalar pycnogenoliin lipid peroksidasyonunun énlenmesinde C, E,
alfa-lipoik asit ve CoQio vitaminlerinden ve {liziim ¢ekirdegi ekstresinden daha giiglii
oldugunu gostermistir (20). Laboratuvar testlerinin yani sira klinik ¢aligmalarda da
pycnogenoliin gii¢lii bir antioksidan oldugu gosterilmistir (20, 21). Pycnogenoliin
oksidatif stresten kaynaklanan glutatyon ve vitamin E’nin deplesyonunu onledigi (22),
insanlarda vaskiiler biitlinligii, endotel fonksiyonu, antioksidan kapasiteyi artirdigi ve
kayda deger bir anti-inflamatuar potense sahip oldugu bulunmustur (23). Oligomerik
prosiyanidinler, 6zellikle pycnogenoliin baslica biyoflavonoid bilesenleri, membrandz
fosfolipidlerin polar bas gruplarina baglanarak oksidasyonlar1 onler (24). Soyle ki
pycnogenoliin bilesenleri vitamin E’ye benzer bir hiicre i¢i lokalizasyona sahip olabilir
(25). Pycnogenoliin programlanmis noronal hiicre 6liimii ve glutamat ile indiikklenen

norotoksisiteyi 6nledigi gosterilmistir (26, 27).

Pycnogenolii oral yoldan alan hastalarda, platelet agregasyonunun inhibisyonu,
antihipertansif etkisi ve mikrosirkiilasyon diizenlemesi gibi dolasim fonksiyonlar
tizerine etkileri ortaya konmustur (19, 28). Astim hastalarinda deniz ¢am kabugu
ekstresinin anti-inflamatuar etkileri gozlenmistir (29, 30). Pycnogenoliin, si¢anlarda
abdominal bdlgenin 1sinlamasindan sonra, intestinal mukozayi iyonize radyasyondan

onemli 6l¢iide korudugu sonucuna varilmistir (31).



Ancak, tiim viicut yiiksek doz 1ginlamadan (900 cGy) sonra bobrek, karaciger ve akciger lizerine
pycnogenoliin etkisini gosteren bir ¢alismaya rastlanilmamustir. Bu ¢alismada, “pycnogenoliin”
radyasyon koruyucu ve antioksidan etkisi, 900 cGy tiim viicut 1g1nlamasi uygulanan si¢anlarda
iyonize radyasyona bagli akciger, karaciger ve bobrek hasarini azaltici etkisi olup olmadigi

arastirildi.

Calismamizda bu amagla; akciger, karaciger ve bobrek dokusunda iyonize radyasyona bagli,
DNA hasarini tek hiicre diizeyinde comet assay, doku diizeyinde histo-patolojik degerlendirme
ve biyokimyasal agidan malondialdehit (MDA), SOR’u temizleyici etki gosteren antioksidan
enzim olan katalaz (CAT) ve siiperoksit dismutaz (SOD) aktiviteleri Olgiilerek sonuglari

degerlendirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Radyasyon

Radyasyon, yasadigimiz ¢evrede tiim canlilar1 dogrudan ya da dolayli olarak etkileyen
onemli bir faktordiir ve madde veya uzayda enerji yayilimi1 olarak tanimlanabilen,

elektromanyetik dalgalar ve/veya enerjitik parcaciklardir.

Kesfedildigi yillarda (1895 yilinda Wilhelm Conrad Roentgen x-1s1nin1 kesfetti (32) )
cesitli alanlarda kullanilmis olan radyoaktif elementler bu dénemlerde bilinmeyen
zararli etkileri nedeniyle bircok insanin kansere yakalanmasina ve hayatlarim
kaybetmelerine neden olmustur. Ancak radyoaktif elementlerden, tipta tedavi alaninda
da faydalaniliyor olunmasi onlarin dogru sekilde kullanildiklarinda insan saglig
tizerinde olumlu etkilerinden de yararlanila bilinecegini kanitlamaktadir. Bu olumlu ve
olumsuz 6zellikleri nedeniyle radyoaktif elementler ve yaydiklari radyasyon tiirleri insan

hayatinda 6nemli bir yer almaktadir (33).

Yasadigimiz Diinya’da dogal olarak bulunan ve bilimsel destekli teknolojilerin
katkisiyla yapay olarak da tiretilebilen radyasyonlari iki sinifta degerlendirmek olasidir.
Elektromanyetik spektrum (Sekil 2.1.) incelenecek olursa bu siniflandirmanin iyonize ve
iyonize olmayan radyasyon (Tablo 2.1.) olarak yapilabilecegi goriliir. Her iki tiir
radyasyonun da, siire ve doz iligkisi degerlendirildiginde, radyasyonun tiiriine bagh
olmaksizin asirt etkilesimin, biyolojik veya diger sistemlerde hasarlarin olusmasina
neden olacagi aciktir. Olaya etkilesimin veya bir bagka deyisle, tahrip giicli agisindan
bakilmasi durumunda, iyonize radyasyonlarin daha tehlikeli oldugu kolaylikla gortiliir

(34).
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Sekil 2.1. Elektromanyetik spektrum
Tablo 2.1. Iyonize ve iyonize olmayan radyasyon

Dalga boyu (nm) (75 x 10" H2)

Iyonize Radyasyon Iyonize Olmayan Radyasyon
Alfa (o) parcaciklar Mikro dalgalar

Beta (B) parcaciklar Gortilebilir 151k

Nétronlar Radyo dalgalar1

Gama (y)-1sinlar1 TV dalgalar

X- 1s1nlari Ultraviyole radyasyon

2.2. Radyasyon Biyofizigi

Radyasyon etkilerini anlamak i¢in radyoaktivitenin, radyasyon maruziyetinin ve

radyasyon dozunun miktarini belirlemek 6nemlidir. Giinlimiizde radyasyonun miktarini

belirlemek i¢in Uluslararasi Birim Sistemi (SI) kullanilir ancak literatiirlerin ¢ogu hala

eski birim sistemini icermektedir. Bu nedenle her iki sisteminde denkligi tanimlanmigtir

(35).

SI sisteminde radyoaktivitenin birimi Becquerel (Bq) dir. Saniyedeki parcalanma

sayisini ifade eder. Eski birimlerde Curie (Ci) dir (35, 36).
1 Curie (Ci) =3.7x10"°Bq

1 Bqg =27 pCi



Rad (Radiation Absorbed Dose), absorbe doz birimi ya da enerji dozu olarak tanimlanir.
Maddenin grami basina absorblanan enerji miktaridir. Bu birim herhangi bir madde ve
herhangi bir radyasyon tiirii i¢in kullanilir. 1 rad, maddenin grami basina 100 erg
emilimi olarak tanimlanir. SI sisteminde absorbe doz birimi, herhangi bir maddenin 1kg
da 1 Joule enerji depolamak i¢in gerekli radyasyon miktar1, Gray (Gy) olarak ifade edilir
(35-37).

100 Rad = 1 Gray
1Gy=1j/kg
Birim ayrica pratikte diisiik dozlar igin centiGray (cGy) olarak da ifade edilebilir.
1cGy=1rad

Rontgen, havada y ya da X-1sinlari seklinde, enerji miktarini ifade eden bir birimdir (35,
38).

1R = 2.58x10™* As/ kg

REM (Roentgen Equivalent Man), radyasyonun biyolojik hasarini 6lgme birimidir.
REM belirlemek i¢in, absorbe doz (rad) radyasyonun tiiriine 6zgii bir kalite faktorii
Rolative Biological Effectiveness (RBE) ile ¢arpilir (36, 38).

LET (Lineer enerji transferi), belirli bir tip radyasyon tarafindan dokuda birim yol
basia kaybedilen ortalama enerji miktaridir. Diisiik LET radyasyon, iyonize olaylar
arasindaki uzakligin hiicre ¢ekirdegi kadar oldugu [ parcaciklarini, y ve X-ismlarim
icerir. Yiiksek LET radyasyon, iyonize olaylar arasindaki uzakligin ¢ok kiiciik oldugu o
parcaciklar1 ve ndtronlart icerir. Doz ve LET gibi faktorler, radyasyon hasar derecesini
ve dogasini belirlemek i¢in 6nemli rol oynar. Bir de radyasyon dozunun dokulara girdigi
zaman periyodu onemlidir. Doz orani, birim zaman basina verilen absorbe doz olarak
tanimlanir. DOz uzamasi, uzun siire radyasyon verilmesi durumu olarak ifade edilir. Bu,
dokularda kalan ve depo edilen, bu yerlerde bozulmaya giden, ¢esitli radyoniiklitler i¢in
ortaktir. Doz fraksiyonu, verilecek radyasyon dozlarinin boliinerek belirlenmis

araliklarda verilmesi metodudur. Bu, doku hasarin1 azaltma, fraksiyonlar arasi



radyasyon hasarmin tamiri i¢in olanak saglar ve terapotik Onemli bir prensiptir.
Tekrarlayan ve uzun siireli maruziyet sonucu olusan kiimiilatif doz, doku ya da organlar
icin total dozdur. Dozun lokalizasyonu ve dagilmasi radyasyon hasarinda kritik bir
faktordiir. Hasar yalnizca radyasyona maruz kalmis doku ve hiicrelerde mevcut
olmalidir. Maruz kalan ikinci organ i¢in hasarin etkisi, hipofiz yikimina bagli hormonal

dengesizliklerde oldugu gibi, goz ardi edilir (35).
2.3. Iyonize Radyasyon

Atom veya molekiillerden elektron koparabilecek kadar giiclii enerji seviyesine sahip
radyasyona iyonize radyasyon denir (39, 40). Iyonize radyasyon bir ortama veya
biyolojik sisteme girdiginde ortamdaki atomlara c¢arparak elektron koparirlar
(iyonlasma) veya carptiklari atomlarin elektronlarini koparamasalar bile daha yiiksek
enerji seviyesine atlatirlar (uyarilma) (5). Elektromanyetik ve radyoaktif radyasyonla
dokunun molekiil veya atomu etkilesime girer. Radyoaktif radyasyonun kaynaklarindan
birisi kararsiz atom c¢ekirdekleri veya kararli ¢ekirdeklerin izotoplaridir (36). Bu
radyoaktif atomlar (radyoniiklit ya da radyoizotop) daha kararli hale gegmek icin kiitle
kaybetmek zorundadirlar, yiiksek enerjili pargacik yayarlar. Bu islem radyoaktif
bozunma olarak bilinir. Radyoizotoplarin parcalanmast ile olusan alfa (o)) ve beta ( B,
) pargaciklar1 ve ¢ekirdek pargalanmasinda nétronlar, gama (y) 1sinlart ve X-iginidir
(Tablo 2.1.) (36, 41).

Alfa parcaciklar1 iki proton ve iki nétrondan olusan, pozitif yiikli enerjitik bir
parcaciktir. o pargaciklari, Uranyum-238, Radyum-226 ve Polonyum-210 gibi agir
radyoaktif elementlerin radyoaktif bozunmasiyla yayilirlar (41).

Beta parcaciklari, radyoaktif bozulma sirasinda ¢ekirdekten yayilan hizli elektronlardir.
Insanlar Trityum, Karbon-14 ve Stronsiyum-90 gibi yapay ve dogal P pargaciklarina

maruz kalirlar (41).

Gama iginlari, elektromanyetik dalgalardir. Radyoaktif bir ¢ekirdegin kararli hale
gecerken aciga cikan enerji fazlasinin niikleustan disar1 atilmasiyla olusur. Atom
¢ekirdeginden yayilan yiiksek enerjili fotonlardir. y-1simnlart MeV enerji mertebesindedir
ve etkilesim olmaksizin insan viicudunun belirli bir kismmi gegebilecek kadar

penetrandir. Fotonlarin yaklasik %75°1 hedef dokunun atomlariyla etkilesime gecgerek



enerji kaybederler. y-1sinlarinin yiikii ve kiitlesi yoktur. Dogal y-1s1n1, Potasyum-40,
yapay olan1 Cobalt-60 ve Sezyum-137 dir (36, 41).

X-1sinlari, ¢ekirdege yakin yoriingeden koparilan elektronun yerinin doldurulmasi igin
diger yoriingelerden elektron gecisinden kaynaklanan elektromanyetik dalgalar ve keV
mertebesinde enerjiye sahip fotonlardir. X-1sinlar1, maddeye giren elektronun maddenin
atom niikleuslar tarafindan frenlenerek bir enerji agiga ¢ikarmasiyla olusur. (5, 36, 39,
41, 42).

Radyoelementlerin organlara karsi olan affinitesi, ¢esitli hastaliklarin teshisinde
kullanilan yeni metodlarin gelismesini saglamigtir. Giinimiiz tibbinda ortaya konan,
doz-etki iliskisi gerek teshis ve gerekse tedavide onemli bir yer tutar (43). Isinlama
anindaki fiziksel kosullar (doz araligi, radyasyon tipi ve kalitesi, akut ya da fraksiyonel
olusu, hormonal durum, oksijen tansiyonu, sicaklik vb.) hiicrenin radyasyona cevabini
bliyilk o6lciide etkiler. Bu yilizden tek basina radyo duyarli terimi anlamlh
bulunmamaktadir. Etkiyi 6l¢ecek biyokimyasal degisiklikler, morfolojik etkiler, iireme

kapasitesi ve genetik etkiler gibi kriterler de 6nem tasimaktadir (44).
2.4. Iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonize radyasyonlar, canlilarda molekiiler ve hiicresel diizeylerde fiziksel, kimyasal ve
biyolojik ¢esitli degisikliklere yol agar. Bu degisiklikler maruz kalinan iyonize
radyasyonun cinsine, miktarina ve siiresine gore gegici (onarilabilen degisiklikler) veya
kalic1 (onarilamayan degisiklikler) olabilirler (45). Iyonize radyasyon baslica iic

kademede etki gosterir.

Fiziksel kademe, iyonize radyasyon ile canli dokularini olusturan atom ve molekiiller
arasindaki ilk etkilesimi kapsar. Radyasyon enerjisi maddeye aktarilir ve bunun
sonucunda maddenin molekiillerinde iyonlasma ya da uyarilma meydana gelir.
Iyonlasma sonucunda olusan serbest elektronlar diger komsu atomlarda da iyonlasmaya
yol agar ve bu sekilde zincirleme bir reaksiyon meydana gelir. Ancak bu ilk reaksiyonlar
sonucu ortaya cikan iiriinler son derece kararsizdirlar ve kisa siirede sekonder

reaksiyonlarin olusmasina yol agarlar (5, 39, 46).

Kimyasal kademe, sekonder reaksiyonlarin meydana geldigi kademedir. Hasar goren

atom ve molekiiller reaksiyona girer ve sonugta serbest radikaller olusur. Bu serbest
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radikaller ¢ok reaktif yapidadirlar ve siirekli olarak hem kendileri hem de ortamdaki
diger molekiillerle reaksiyona girerler. Serbest radikal reaksiyonlar1 radyasyonun

absorbsiyonundan sonraki 1 ms iginde tamamlanirlar (5, 39, 46).

Biyolojik kademe, bu kademede canlida meydana gelen olaylar, radyasyonun son
biyolojik etkisinin ortaya ¢ikmasina yol agar. Bu kademe birtakim hasarlara yol agan
enzim reaksiyonlariyla baglar. DNA molekiiliinde hasarlar olusur. Olusan bu hasarlarin
bir kismi1 onarilabilir fakat onarilamayan hasarlar da olusur ve bu hiicrenin 6liimiine yol

acar. Ayni zamanda radyasyon genetik bozukluklar ve kanser gibi etkiler de olusturur

(5, 39, 46).

Iyonize radyasyonun molekiiler diizeydeki etkileri direkt veya indirekt (Sekil 2.2.) yolla
olur. Direkt yolda, degisiklige ugrayan molekiil dogrudan dogruya iyonize radyasyona
maruz kalir ve uyarilmis duruma gecer. Radyasyonun direkt etkisi biyolojik etkinin bir
béliimiinden (1/3) sorumludur. Indirekt yolda ise iyonize radyasyon sonucu olusan bazi
ara Uriinler bagka bir dizi kimyasal reaksiyona girerek diger molekiillerin degismesine

neden olurlar.
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Sekil 2.2. Iyonize radyasyonun direkt ve indirekt etkisi
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Biyolojik etki asil bu mekanizma ile ortaya ¢ikar. y ve X-1sinlar1 genellikle indirekt yolla
etki ederler. Iyonize radyasyonun hiicrede bol miktarda bulunan su molekiiliiniin
ayrigmasina sebep olarak serbest radikallerin olugsmasina yol agtig1 diistiniilmektedir.
Radyasyonun olusturdugu hiicresel hasarlarin serbest radikal olusumlar araciligiyla
meydana geldigi kanitlanmistir. Olusan serbest radikal unsurlarimin hiicrede yeni
reaksiyonlar araciligi ile daha baska serbest radikal olusumlari, lipid peroksidasyon
zincir reaksiyonlari ve basta intestinal kanamalar olmak tizere miyokardiyal iskemi,
karsinogenezis, katarakt olusumu, solunum diizensizligi, DNA zincir kirilmasi,

mutajenik ve karsinojenik etkiler olusturdugu saptanmistir (2-5, 47- 49).

Iyonize radyasyon olarak tanimlanan y ve X-1sinlarinin yani sira o, ve B pargaciklar1 da
gectikleri ortamda iyonizasyona yol acarlar. y ve X-isinlari, o ve B parcgaciklart ve
ndtronlar gibi iyonize radyasyonlar, icinden gegctikleri hiicrelerde once molekiiler
diizeyde degisiklige neden olurlar. Hiicre igerisindeki molekiilleri ve atomlar1 iyonize
ederek uyarilmis hale gegirirler. Bu sekilde fazla enerjilerini baska molekiillere

aktararak molekiil temel seviyeye inmeye c¢alisir (45).

Insan viicudunun %70- 80'i sudan olusmaktadir. Canli organ 1smlandiginda radyasyon
enerjisinin biiyiik oranda su molekiilleri tarafindan sogrulma olasilig1 ¢ok yiiksektir. Bu
durumda su molekiilleri iyonlasirlar ve pozitif yiiklii su molekiili ile hizli bir serbest

elektron olusur.

HzQ radyasyon H20+ +e

Bu serbest elektron, su i¢inde bir bagka su molekiilii tarafindan yakalanincaya kadar yol

alir ve bu su molekiilii ile birleserek onu negatif bir su molekiilii haline getirir.
e + H20+ —» HO

Bu reaksiyonlar sonunda olusan H,0" ve H,0O kararli degildirler ve her biri

parcalanarak bir iyon ve bir serbest radikal olusturur.
H,0" ——— H" + OH’

HO' — 5 H +OH
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Burada noktalar serbest radikalleri gostermektedir. Serbest radikal, dis orbitallerinde
eslenmemis bir elektrona sahip ve elektriksel acidan yiiksiiz atom ya da molekiillerdir.
Yukaridaki bagintilar irdelenecek olursa ortaya cikacak baglica reaksiyon triinlerinin
hidrojen, hidroksil iyonlar1 ve serbest radikaller olacag:i goriiliir. Hidrojen ve hidroksil
iyonlari, normal olarak canli hiicrelerde mevcutturlar ve radyasyon zararlarina katkilar
yoktur. Serbest radikaller eslenmemis elektronlar igerirler, ¢cok etkindirler ve bir¢ok
reaksiyona neden olabilirler. Ornegin iki OH radikali birleserek hidrojen peroksiti
olustururlar. Benzer reaksiyonlar, hiicrenin diger bilesenleriyle de olusabilir. Bu tiir
reaksiyonlar; dokularda uyarilmis iyonlar, uyarilmis molekiiller ve diger tiir serbest

radikallerin olusmasina neden olurlar (50).

Viicuttaki tiim dokular esit radyo duyarliliga sahip degildir. Genel olarak, bir dokunun
radyasyon duyarliligi, bu hiicrelerin proliferasyon oraniyla dogru ve hiicre farklilagma
derecesi ile ters orantihidir (51). Diger bir deyisle, aktif olarak boliinen hiicreler ya da
tam olarak olgun olmayan hiicreler radyasyon kaynakli hasarda en hassas hiicrelerdir.

Tablo 2.2.°de radyo duyarlilig1 en fazla ve en az olan doku ve organlar listelenmistir

(51).

Tablo 2.2. Radyo duyarlilig1 en fazla olandan en az olana, doku ve organlarin listesi

Kan yapan organlar

En fazla radyo duyarl Ureme organlart

Deri

Kemik ve disler

Kas
En az radyo duyarl

Sinir sistemi

2.4.1. iyonize Radyasyonun Hiicre Diizeyinde Etkileri

Radyasyona tam olarak direngli higbir hiicre yoktur. Hiicreyi olusturan yapilardan
cekirdek ve oOzellikle de bolinme halindeki kromozomlar, radyasyona hiicre
sitoplazmasina gore ¢cok daha duyarlidirlar. Radyasyonun hiicre diizeyindeki en belirgin

etkilerinden biri hiicre biiyiimesini baskilamasidir. Ozellikle hiicre boliinmesi sirasinda
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(mitoz) radyasyona maruz kalan hiicrelerde biliylime kesintiye ugrar. Radyasyon
kromozomlarin kirilmasina, birbirine yapismasina, kenetlenmesine ve kivrilmasina yol
acabilir. Kromozom kiriklar1 yeniden organize olabilir, ayni kalabilir veya bir baska
kromozomla birlesebilir. Tiim bu durumlar mutasyonla sonuglanabilir veya daha da ileri

giderek hiicrenin 6liimiine yol agabilir (52).

Bu radyasyonlar ile iyonizasyon sonucunda hiicre i¢inde ya da ¢evresinde olusan primer
lezyon pek cok organelin hasarlanmasi seklinde gerceklesir. Radyolezyonlar niikleus ya
da sitoplazmada meydana gelir ve belirli bir kismi tamir edilebilir. Ancak, radyasyon
hasarinin en 6nemli sonucu olan kromozom kirilmalari, hiicre 6liimiine ya da genetik

degisiklige neden olmaktadir (44).

Iyonize radyasyon mutasyon frekansinda bir artmaya neden olur. Kromozomlarda
radyasyonun etkisiyle olusan degismeler, kendiliginden olusan degismelere es degerdir.
Kromozomal degismelerin  bircogu, DNA  zincirindeki ani  kirilmalardan
olusabilmektedir. fyonize radyasyonlar, DNA zinciri boyunca niikleotidlerin ayrismasina
neden olurlar. Bazen bir iyonize radyasyon, niikleotiddeki azot bazinin degismesiyle,
genlerde nokta mutasyonlara neden olabilir. DNA'min olusumu esnasinda, bir bazin
iyonlagmasi sonucu, yasak ciftler (guanin-timin veya adenin-sitozin gibi) olusabilir.
Bunun sonucunda, genetik sifrede kalitsal degismeler olusur. Bazen bir baz ciftinde
olusan iyonlarin miktari, bazin DNA molekiiliinden tamamen ayrilmasina neden olur.
Boyle bir degisime, baz bozulmasi denir ve bu siiregte bir genetik sifre hatasinin
olugmasina neden olur. Her ne kadar hiicre sitoplazmasinin radyo duyarliligi ¢ekirdegin
radyo duyarliligindan az ise de yiiksek dozlu radyasyon etkisiyle, hiicresel 6liim
olusabilir. Sitoplazmanin radyo duyarli bolgelerinin mitokondriyonlar (hiicrenin enerji
kaynaklar1) oldugu saptanmistir. Bir organizmanin farkli dokularinin, farkli radyo
duyarlilik gosterdigi (Tablo 2.2.) deneysel olarak ortaya konmustur (50). Kan hiicrelerini
yapan organlar (kemik iligi, dalak, lenf bezleri) radyasyona asir1 duyarlidirlar. Beyaz kan
hiicreleri, 6zellikle 16kositler en ¢ok duyarli olanlardir. Bunlar1 sirastyla eritrosit ve
trombositler izler. Kan hiicrelerinden 6zellikle eritrositlerde, iyonize radyasyona maruz
kalinmas: durumunda, asir1 derecede serbest radikal olusacak ve hiicresel hasar
gortlecektir. Clinkii eritrositler oksijen tasirlar ve bu durumda serbest oksijen radikali

olusumu daha yiiksek olur (53).



15

Genel olarak orta diizey doz genisliginde radyasyon kaynakli 6l¢iim, kemik iligi
hematopoetik fonksiyonun bozulmasi nedeniyledir. Lokopeni ve trombopeni, ¢ok yonlii
olarak enfeksiyon, hemoraji ve 6liim ile sonuglanirlar. Isinlama sonrasi ilk saatler, hatta

ilk dakikalar da bile lenfopeni goriilebilir (45).

Iyonize radyasyon cesitli hiicresel lezyonlar1 artirir. Bunlar genellikle DNA ve membran
hasarlarindan olugmaktadir. En Onemli hedefi DNA ve membranlar olan gama
radyasyonu, sulu hiicresel ortamda iiretilen serbest radikaller yoluyla hayati hiicrelerle
bilesir. fyonize radyasyonun neden oldugu major DNA hasari, tek zincir kirilmalari, gift
zincir kirilmalari, DNA-DNA ve DNA-protein c¢apraz baglar1 ve niikleotid baz
hasarlaridir (54). DNA hasari, sinyal iletim yolaklarint koordine edip hiicre siklusunu
duraksatir. Strese cevap olusturarak DNA tamir siireclerini baslatir (55, 56). Radyasyon,
DNA ¢ift zincir kiriklart olusturur ve mitokondriyal apoptotik yolagi baslatici rol oynar
(57). Ayrica, diger yolaklar da (hiicresel membranda seramid olusumu gibi) iyonize
radyasyon maruziyeti sonrasinda apoptozisi baglatabilir (58, 59). Radyasyon
indiiksiyonu ile mitokondrilerden sitokrom C salinimi baslar ve intrinsik apoptotik
yolak harekete gecirilir. Ardindan, kaspaz 3 ve 9 aktive edilir (57). Farkli apoptotik
uyaranlara cevap olarak pek cok bilesik mitokondriyal apoptotik yolagi aktive
edebilirken, kaspaz 2 mitokondriyal aktivasyon yoluyla DNA hasariyla indiiklenen

apoptozisi baglatan esas protein olarak distiniilmektedir (59).

Sitotoksik stres ile indiiklenen apoptoziste kaspaz 2’ye gerek duyulmaktadir. Iyonize
radyasyon gibi uyaranlara maruziyetin hemen ardindan aktive oldugu gozlenmistir.
Bununla birlikte, prokaspaz 2, niikleustaki tek prokaspazdir ve mitokondriyal apoptotik
yolagi baglatabilmektedir. Bu goriis ile direkt olarak, DNA ¢ift zincir kiriklarinin
kaspaz 2’yi aktiflestirdigi diistiniilebilir (59).

Tiimdr supresor proteini p53, iyonize radyasyon gibi DNA hasart olusturan cesitli
ajanlara cevap olarak aktiflesen bir niikleer fosfoproteindir. p53 ekspresyonu DNA
hasart uyarimiyla artar ve ¢esitli genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Bdylece,
mitokondriyal hasar olusur ve p53 baglantili sinyal mekanizmasi harekete gecer. Ayrica
p53, hiicre siklusu ilerlemesindeki 6nemli kontrol noktalar1 kadar apoptozis indiiksiyonu
icin de gerekli goriilmektedir. DNA’ya baglanarak ve siklin bagimli kinaz inhibitor
p21°1 transaktive ederek hiicre siklusunun kontroliinde 6nemli rol oynar (60). p53’iin

baslica atretik folikiillerden eksprese oldugu ve apoptozis baskilayict genlerin (bcl 2)
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ekspresyonunu azalttigi bildirilmistir (61). Radyasyon ve kemoterapiye cevap olarak
p53, apoptozise ve hiicre siklusunda duraksamaya aracilik eder. p21, p53°tin direkt
transkripsiyonel hedefidir ve DNA hasariyla gii¢lii bir sekilde uyarilir. DNA hasari, p53
ekspresyonunu artirir ve niikkleusa tasinmasini hizlandirir. Sonugta, pek ¢ok genin aktive
olmastyla hiicre ya apoptozise ugrar ya da hiicre siklusu duraksar. Genellikle iyilesme
gozlenmez. p21 ekspresyonu p53 bagimli ve bagimsiz olarak transkripsiyona
ugrayabilir. p21’in proapoptotik ve antiapoptotik etkileri spesifik hiicresel yapiya
bagimlidir (62).

2.4.2. iyonize Radyasyonun Doku ve Organ Diizeyinde Etkileri

Doku, organ ve tiim organizma seviyesinde radyasyonun etkileri birka¢ farkli yolla
siniflandirilmistir.  Geleneksel olarak, somatik etki ve kalitsal etkiden bahsedilir.
Herhangi bir dokuda hem akut hem de ge¢ olusan hasari, kritik hedef hiicreleri,
baslangic hasar1 ve belirli bir patolojik degisiklikleri tanimlayabilmek 6nemlidir. Akut
etkilerin, her zaman daha radyo duyarli hiicrelerde, ge¢ olusan etkilerle ayni hedef
sonucu verecegi beklenmez. Ayrica, kanser indiiksiyonu dahil, spesifik akut etkilerin
geg etkiler i¢in tahmin edici olup olmadig: da belli degildir. Doku iginde temel patolojik
slireglerin mikroskobik kanitlar1 genellikle morfolojik 6zelliklerden kategorize edilebilir
(35).

Atrofi, 1s1nlamayla iligkili daha tutarli bulgulardan biri olarak kabul edilir. Biitiin bez
dokularinin yani sira, 6zel duyular, endokrin, gastrointestinal, solunum, iiriner, tireme
sistemi, deriye ait c¢esitli epitel ya da parenkimal doku genis bir yelpazede
tamimlanmistir. Atrofi, hiicrelerinin apoptotik kaybi ve kayip hiicrelerin yenilenme
yetersizligi, fibroplazi nedeniyle besin kaybi1 ve boslukta ikincil kayiplarin olmasi ve
damarlanmada azalmayla iliskilendirilebilir.  Atrofik  degisiklikler — genellikle
parankimatdz organlar {izerindeki iyonize radyasyonun ge¢ etkileri ile iligkilidir. Bu
etkiler genellikle kronik hipoksi ve anoksi sonucudur ve atrofik degisiklikler genellikle

multifokal rastgele olaylarla meydana gelir (35).

Nekrotik degisiklikler genellikle atrofiye gore hastaliin baslangicinda gozlenir ve
mikrovaskiiler hasardan kaynakli doku iskemisi ile iliskilidir. Yaygmn vaskiiler
etkilerden dolayi, radyo duyarliligi ne olursa olsun, nekrozis hemen hemen tiim organ

sisteminde tanimlanmigtir. Nekrotizan siirecinde yenilenmesiz turnover nedeniyle epitel
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yizey ya da mukoza kaybi gozlenir ve derin bir iilser devam edebilir. Bu gibi
durumlarda, bir 6rnek olarak, beslenme Yyoluyla, gastrointestinal mukozada hasar
olusmasiyla pH degisir ve siirtiinme hasar1 olusur, bakteriyel translokasyondan
isinlanmis spesifik lezyonu ayirmak mimkiin degildir ve yanik ve patlamayla iliskili

kombine hasarlar etkilidir (35).

Kroniklik, siirekli veya tekrarlanan travma ve kusurlu onarim, etkilenen dokular
metaplastik degisiklikler gecirebilir. Hasarin derecesine ve yenilenme yetenegine bagl
olarak, dokular hasarlanma ve iyilesme arasindaki karmasik bir etkilesim iginde daha
direncli hiicre tipine gececektir. Bunun bir 6rnegi, alveoler epitelyal deniidasyonda
goriilmustir. Benzer degisiklik atropik bezler ve 1sinlanmis lirotelyuda goézlenmistir.
Skuamdz metaplazi genellikle gastrointestinal epitel hiicre tiplerinde sisme, besin

yollarinda gozlenmistir (35).

Displastik degisiklikler genellikle skuamoz epitel ile kapli dokularda tarif edilmektedir
ve hiicresel atipi yan1 sira hiicresel polarite kaybi ile normal doku yapisinin bozulmasi,
hiicrelerin kazinmasi, yiiksek niikleer sitoplazmik oran, zaman zaman anizositozis ve
anizokaryozisle karakterize edilir. Displazi geleneksel bir preneoplastik lezyon ve
genetik bozukluk olarak kabul edilir (35).

2.4.2.1. iyonize Radyasyonun Akciger Uzerine Etkileri

Radyasyon tedavisi, radyasyona mesleki maruz kalma ya da maruziyet, normal
hiicreleri, 1sinlama kaynakli hasardan korumada kritik bir konudur. Bu akciger igin
ozellikle onemlidir ¢iinkii akciger genis bir yiizey alanindan dolayr daha yiiksek oksijen
seviyelerine maruz kalir ve iyonize radyasyona karsi ¢ok hassastir. Radyasyon
pnomonisi akut goriiliir ve bir gogiis duvart veya intratorasik maligniteler ic¢in
radyoterapiyi takiben nispeten yaygindir. Akciger, 16semi tedavisi ve diger hematolojik
maligniteler i¢in tiim viicut 1sinlamasi sirasinda doz smirlayict bir organdir (63, 64).
Iyonize radyasyona bagli akciger hasarmin 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).
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Radyasyon-kaynakli akciger hasari (RILI), cesitli gogiis kanserlerinin tedavisinde
onemli bir engel teskil eder (65). Akcigerde radyasyona molekiiler yanit sadece dozun
fraksiyonuna degil ayn1 zamanda zamana da baghidir (66). Ilk olaylardan biri, reaktif
oksijen (ROS) ve nitrojen tiirlerinin (RNS) {iretimi oldugu distinilmistir ki DNA

hasar1, proteinler ve lipidler i¢in gelisebilir (67).

Standart fraksiyon ve dozlarda (1.5/2 Gy/fraksiyon/giin) tiim akcigere 18-20 Gy
uygulandiginda en az %5 olguda radyasyon pndomonisi gozlenmektedir (2, 3).
Radyasyon pndmonisini artiran nedenler ise yiiksek total doz, fraksiyon sayisinin
artmasi, genis voliim, 1sinlanan normal doku hacminin artmasi, radyo duyarlastiricilar
veya kemoterapotik ilaglarin beraber kullanilmasi, hiicre ve doku o&zellikleri gibi
faktorlerdir. Ozellikle kemoterapi ve radyoterapi birlikte uygulandiginda risk daha da
artmaktadir (6). Uc¢ boyutlu planlama veya yogunluk ayarli radyoterapi (intensity
modulated radiation treatment, IMRT) kullanimiyla daha sofistike radyoterapi
uygulayarak normal dokunun aldigi hasar minimuma indirilebilmekte ve normal doku
korunabilmektedir. Ancak bu ileri radyoterapi teknikleri heniiz yaygin olarak
kullanilamadigindan, radyasyona bagli akciger toksisitesi kaginilmaz olarak karsimiza

¢ikmaktadir (2, 3).
2.4.2.2. iyonize Radyasyonun Karaciger Uzerine Etkileri

Karaciger, detoksifikasyon, protein sentezi ve sindirim icin gerekli biyokimyasallarin
uretimi, safra Gretimi, besin metabolitlerin emilmesi, atik tiriinlerin ortadan kaldirilmast,
glikojen depolama, kirmizi kan hiicrelerinin yikilmasi, plazma protein sentezi, hormon

tiretimi gibi bir¢ok fonksiyona sahip, 6nemli bir organdir (11, 68).

Karaciger genellikle tist abdomen, sag akciger, distal 6zofagus tiimérlerinde, abdomen
radyoterapi sirasinda, tiim abdomen ya da tiim viicut 1s1nlama sirasinda kazara 1sinlanir
(11). Iyonize radyasyon maruziyeti ciddi saglik kosullarmin gelistirilmesini gerektirir.
Akut etkiler ¢gogunlukla hematopoetik hiicre kayiplari, bagisiklik sistemi yetersizligi,
mukozal hasar, karaciger ve diger dokularda potansiyel hasarlardir. Tim organin
1sinlanmasi hepatosit yetmezligi ve hepatit gibi radyasyon kaynakli karaciger hastaligina
yol agabilir (12).
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2.4.2.3. Iyonize Radyasyonun Bobrek Uzerine Etkileri

Bobrekler, kirmizi kan hiicresi iiretimini tesvik etmek ig¢in eritropoietin iiretmekten,
kandan atik metabolitleri ve elektrolitleri filtrelemekten ve sivi-elektrolit dengesi ile kan
basincini modiile etmekten sorumlu son derece Onemli bir organdir. Bdbrekler
gastrointestinal kanserler, jinekolojik kanserler, lenfomalar ve iist abdomen sarkomlar
icin radyoterapi ve tim viicut uygulama sirasinda doz sinirlayici organlardir.
Radyoterapi ile iligkili bobrek hasari insidansi sikligi muhtemel uzun gecikme nedeniyle
rapor edilmemistir ¢linkii disfonksiyon olasiligi genellikle daha yaygin nedenlere

baglanir (16).

Bobrek, radyasyon kaynakli morbidite gelistirme riskinin normal dokulardan daha fazla
radyo duyarli organlardan biri olarak bilinir (13, 14). Abdominal ya da tiim viicut
isinlamadan  sonra radyasyon nefropatisSi olusacagi tahmin edilir. Radyasyon
tedavisinden sonra, biiyiik 6l¢iide toplam radyasyon dozuna bagli bobrek fonksiyonunun
ge¢ ve siirekli ilerleyici bozulmasi bildirilmistir (15). Tiim viicut 1sinlamasi sonrasi,
radyoterapi kaynaklt bobrek hasar1 genellikle hemolitik-liremik sendrom (Ornegin,

mikroanjiopatik hemolitik anemi ve trombositopeni) dzelliklerini igerir (69).
2.5. Serbest Oksijen Radikalleri

Atomlarda elektronlar “orbital” adi verilen uzaysal bolgede ve ¢ift olarak bulunurlar.
Molekiillerin ¢ogu ¢ift elektronlu, az sayidaki molekiiller ise tek yani eksik
elektronludur. Eksik elektronlu bu molekiiller bulabilecekleri herhangi bir elektron ile
iletisime girerek, bu molekiilden ya bir elektron alir ya da ona bir elektron verirler.
Fizyolojik veya patolojik reaksiyonlar esnasinda baska molekiiller ile kolayca elektron
aligverisine girip onlarin yapisint bozan bu molekiillere serbest radikaller, oksidant
molekiiller veya en dogru adlandirma ile reaktif oksijen parcaciklar1 denmektedir (70-
75).

Oksijenden tek elektron indirgenmesi sonucu olusan serbest radikaller degisik bir¢ok
reaksiyonla hiicre ve dokularda olusur. Normal metabolizma olaylar1 sirasinda ¢esitli
basamaklarda serbest oksijen radikalleri olusabilir, bu radikaller proteinleri, lipidleri,

karbonhidratlar1 ve niikleik asitleri yikima ugratabilirler. Olusan bu serbest radikal
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yapisina sahip maddelerin organizmaya zarar verme potansiyelleri bulunsa da bazi
metabolik olaylarin devami i¢in bunlarin olusumu kaginilmazdir (76). Serbest radikal
olusturan baslica endojen kaynaklar: mitokondriyal elektron tagima zinciri, mikrozomal
membran elektron tasima zinciri, oksidan enzimlerin reaksiyonu, ksantin oksidaz,
lipooksijenaz, triptofan dioksijenaz, D-amino oksidaz, normal simiilasyonla fagositik
hiicrelerin aktivasyonu, ndtrofiller, monosit ve makrofajlar, eozinofiller, endotelyal
hiicreler ve otooksidasyon reaksiyonlaridir (76-78). Serbest radikal olusturan baslica
ekzojen kaynaklar arasinda redoks-dongiisii maddeleri, ilag oksidasyonlari, iyonize

radyasyon, giines 15181 ve insanlarda sigara i¢cimi sayilabilir (77, 79, 80).

Biyolojik sistemlerde bulunan en 6nemli serbest oksijen radikalleri, siiperoksit anyon
radikali (O,), hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen (*O,)
dir. Hidrojen peroksit bir radikal degildir ve biitiin elektronlar1 da ciftlenmistir. Fakat
kolayca oksijen serbest radikallerini olusturmasi nedeniyle serbest oksijen radikalleri

siifinda incelenmektedir (79).
2.5.1. Siiperoksit Radikali (O;")

Molekiiler oksijene fazladan bir elektron baglanmasiyla onu rediikleyerek siiperoksit
serbest radikal anyonunu meydana getirir. Zayif bir oksidan olarak O,  kendi basina
onemli bir hiicre hasar1 olusturmaz. Milisaniyelik bir yar1 dmiirle zayif bir oksidan fakat
gliglii bir rediiktandir. O, oksijen toksisitesinde 6nemli bir faktordiir ve SOD enzimi
buna kars1 organizmayi korur. Asil 6nemi, hidrojen peroksit kaynagi olmasi, gegis metal
iyonlarin1  rediiklemesi ve NO ile reaksiyona girerek peroksinitrit (ONOO)

olusturmasidir (81).

2.5.2. Hidroksil Radikali (OH")

En reaktif ve en fazla toksik SOR olup iiretildigi her yerde her biyomolekiil ile
reaksiyona girebilir ve lipid peroksidasyonunu baglatma, DNA’da kirilma ve
hasarlanmalar, enzimlerin aktif merkezlerindeki siilfidril gruplarinin (SH) ve benzeri
gruplarin oksitlenmesi ve polisakkaritlerin depolarizasyonu gibi hasarlar yapabilir.
Ayrica tiyoller ve yag asidi gibi molekiillerden bir proton kopararak yeni radikaller
olusturabilir (70).
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2.5.3. Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hiicreye dogrudan zarar vermez. Fakat yiiksiiz oldugundan dolayr tim biyolojik
membranlardan (hiicre, mitokondri, niikleer membran gibi) difiizyonla kolayca gecebilir
(82). Siiperoksit ise negatif yiiklii oldugundan bir anyon kanali olmadik¢a membranlari
gecemez. Bu nedenle siiperoksitin giremedigi membranlarla korunan bdolgelere
rahatlikla gegebilir ve potansiyel bir radikal olusturucu (6zellikle OH") olarak hasarlama
yapabilir. H,O; ile olusturulan hasar katalaz ve glutatyon peroksidaz enzimleri araciligi
ile 6nlenir (70, 81, 83).

2.5.4. Singlet Oksijen (*O,)

Oksijen molekiiliniin 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 icin hizla delta tipine doniisiir. Bu yiizden biyolojik
sistemlerde delta tipinden bahsedilir (70).

2.5.5. Nitrik Oksit (NO)

15-20 yil oncesine kadar NO’nun basit bir atmosfer atigi oldugu disiiniilmekteydi.
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’nun fizyolojik ve patolojik

olaylardaki rolii anlasilmis ve 1992°de yilin molekiilii segilmistir (82, 84).

NO, renksiz bir gazdir. Yiiksek konsantrasyondaki NO oksijensiz ortamda oldukga
stabil olup suda erime ozelligi gosterirken, diisiik konsantrasyondaki NO oksijen
varhiginda dahi stabildir. Havadaki NO, kisa siirede oksijenle oksitlenerek nitrojen
dioksite doniisiir. Nitrojen dioksit dokular i¢in oldukga zararli bir bilesiktir. Nitrik
oksitin, tizerinde yiik tagimamasi ve g¢iftlenmemis elektron bulundurmasi, hiicreden
hiicreye higbir bariyerle karsilagmadan kolaylikla geg¢mesini saglamaktadir. Ayni
zamanda NO, tasidigi ¢iftlenmemis elektron nedeni ile bir radikal molekiiliidiir. Diger
serbest radikaller her konsantrasyonda hiicreler igin zararli iken NO disiik

konsantrasyonlarda ¢ok onemli fizyolojik islevlerde rol almaktadir. Ancak asir1 ve
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kontrolsiiz NO sentezi hiicreler i¢in zararli olmaktadir. NO, bu o6zellikleri ile ¢ok ideal
bir fizyolojik haberci molekiilii 6zelligi kazanmaktadir. NO, diger serbest radikaller gibi
¢ok kisa yarilanma siiresine sahip olup 2-30 saniye i¢inde daha stabil bir yap1 olan
nitrata (NO3) oksitlenir (82, 84).

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

girerek NO ve striillin iiretilmektedir (85).
2.5.6. Serbest Oksijen Radikallerinin Olusturdugu Oksidatif Hasar

Serbest radikaller lipid, protein, karbonhidrat, niikleik asit gibi ¢esitli biyolojik
makromolekiillerin oksidatif hasarina neden olurlar. Oksijen toksisitesi, inflamasyon,
yaslanma, aterosklerozis, hipertansiyon, iskemik hasar, karsinogenezis, mutagenezis,
immiinoloji, ndroloji, iirolojik hastaliklar ve sindirim sistemi, enfeksiyon, goz, deri,
akciger ve karaciger hastaliklar1 serbest radikaller ile ilgili olduklari kanitlanmis

hastaliklardandir (70, 76, 77).
2.5.6.1. Serbest Oksijen Radikallerinin Proteinler Uzerine Etkisi

Serbest radikallerin etkisiyle proteinlerde agregasyon, fragmantasyon, karsi bag ve
floresan olusumu gozlenir. Floresan olusumunun nedeni proteinlerin lizin aminoasidinin
epsilon amino grubuna malondialdehitin baglanmasiyla schiff bazi ve protein-protein ya

da protein-lipid ¢apraz baglarmnin olusumudur (86).

Lipid peroksit-protein interaksiyonu iizerine olan ¢alismalarin ¢ogu siilfidril gruplarinin
oksidatif duyarliligindan dolay: siilfiir igeren aminoasitlerle in vitro olarak yapilmistir.
Lipid peroksidasyonunun fenil alanin, tirozin, metiyonin, glutamik asit, serin, arginin
gibi aminoasitlerde degisik diizeylerde yikima neden olabilecegi bildirilmektedir (76-78,
87).

2.5.6.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Karbonhidratlar Uzerine Etkisi

Fizyolojik pH ve sicaklikta glikoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucunda
hidrojen peroksit, peroksitler ve okzoaldehitler olusur. Glikoz aminoglikan olan ve

sinoviyal sivinin viskozitesinde Onemli rol oynayan hyaliironik asit, O,  tarafindan
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depolimerize olarak, bag dokunun stabilitesinin bozulmasina ve sivinin viskozitesinin

kaybina neden olmaktadir (80).
2.5.6.3. Serbest Oksijen Radikallerinin Niikleik Asitler Uzerine Etkisi

Serbest radikaller DNA’y1 etkileyerek niikleik asit modifikasyonlarindan dogan
kromozom degisikliklerine bagli olarak hiicrede mutasyona yol acarlar. DNA’ya kars1
oksidatif hasar, normal metabolik durumlarda da yiiksek oranda meydana gelir.
Viicudumuzdaki her bir hiicredeki DNA her giin 104 oksidatif hasara maruz kalarak
yirmiden fazla farkli oksidatif DNA lezyonlariin olusumuna yol agar. Bu lezyonlarin
cogu mutajenik olarak bilinir. Bu lezyonlarn 1iyilestirebilen spesifik glikozilaz,
endoniikleaz ve ekzoniikleaz gibi DNA tamir enzimleri vardir. Bununla birlikte bu tamir
mekanizmalar1 miikemmel degildir. Bu mekanizmalar lezyonlarn %99 unu
temizlemesine ragmen %]1°1 kalir ve bu da zamanla lezyonlarin birikimine yol agar.

Sonug olarak oksidatif DNA hasar1 ve mutasyonlar1 yasla artar (70, 76, 86).
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2.5.6.4. Serbest Oksijen Radikallerinin Lipidler Uzerine Etkisi

Serbest radikallerin en Onemli etkisi lipidler iizerine yaptigi etkidir. Bu lipid

peroksidasyonu olarak adlandirilir ve {i¢ asamada incelenebilir (79, 88-90).
2.5.6.4.1. Baslangic Asamasi

Lipid peroksidasyonu, doymamis yag asitlerinin serbest radikallerle etkilesmesi sonucu
doymamis yag asidindeki metilen grubundan bir hidrojen atomunun uzaklastirilmasi ile
baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin siiperoksit anyon radikali ile hidroksil
radikali oldugu kabul edilmektedir. Siiperoksit anyon radikali hidroksil radikaline
dontismektedir. Benzer sekilde hidrojen peroksidin de hidroksil radikaline doniistiigii
bilinmektedir. Bu nedenle lipid peroksidasyonunu baslica hidroksil radikali
baslatmaktadir. Radikal, lipid molekiiliinden bir hidrojen atomu ¢ikartarak karbon
merkezli lipid radikalinin (R") olusmasina yol agmaktadir.

RH+OH —» R +H,0
2.5.6.4.2. Zincir Asamasi

Bu asamada hidrojen atomunun koparilmasiyla olusan serbest yag asidi radikali
molekiiler oksijen ile reaksiyona girerek peroksit radikalini olusturur. Olusan peroksit
radikali yiiksek reaksiyon yetenegine sahip olup baska bir yag asidi molekiilii ile bir
hidroperoksit ve yeni bir yag asidi radikali olusturacak sekilde reaksiyona girer. Olusan
bu yag asidi radikali yeniden oksijen ile birlesir ve RH’dan yeniden bir H" ayrilmasin
saglar. Bu baslayan zincir reaksiyonu olusan yeni radikallerin etkisiyle devamli olarak

artan bir hizda devam eder.

RR+0, ———» ROO’
ROO'+RH ——» R+ ROOH
ROOH — ROO'+ OH’
RO'+RH —— R+ ROH
OH + RH— R+ H;0

Birgok olayda bu sekilde olusan lipid peroksidi, RO" ve OH’ verecek sekilde pargalanir
ve bu olusan radikaller hemen substrat ile reaksiyona girerek yeni zincir reaksiyonlarini
baslatacak olan R radikallerini olusturur. Boylece olusan bir radikal siirekli olarak yeni

radikallerin olusmasina neden olur (91).
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Lipid peroksitleri hiicre zarlarimin 6nemli bir kompenentidir ve Fe, Cu gibi gegis
metallerinin varliginda alkoksi ve peroksi radikallerini verirler. Bu nedenle Fe ve Cu
tuzlar lipid peroksidasyonunun hizini arttirirlar. Sonugta hiicre zarinin akiskanligini ve
permeabilitesini arttirarak zar biitiinliigliniin bozulmasma yol agarlar. Lizozomal
membranlarin tahribi hidrolitik enzimlerin salinmasina ve intraselliiler sindirime neden
olurlar. Biriken hidroperoksitler direkt olarak ya toksiktirler ve duyarli aminoasit
kalintilarin1 (metiyonin, histidin, sistein, lizin) okside eder veya zincir polimerizasyon

reaksiyonlariyla enzimleri inaktive edebilirler (91).

Membranda olusan oksidatif hasar su sekilde Ozetlenebilir: Lipid peroksidasyonu,
membran yag asitleri tamamen hidroperoksitlere okside olana kadar devam eder. Bu da
normalde Ca*? gibi membrani gecebilen maddelerin gegirgenliginde artisa neden olur ve
bdylece hiicre i¢indeki iyon dengesinin korunmasina engel olur. Gegirgenlik membrana
bagli enzimlerin ya da hormonlarin hiicrelere girmelerine yardim eden ylizey reseptor
molekiillerinin inaktivasyonuna neden olur. Hiicrelerin parcalanmasi ile sonuclanabilen
hiicre membran bozukluklar1 olusabilir. Organellerin membranlarinda bozulmalar,
kopmalar olusabilir. Ornegin lizozomlarmm membraninda olusan kopma, hidrolitik
enzimlerin hiicre igine dagilmasina ve hasarin artisina neden olur. Lizozomal
membranda kopmalarin bazi kanser tiirlerinin baslangi¢ sathasinda goriildiigii
bildirilmektedir. Membran proteinlerin hasari, kavsaklardaki membranlar1 ya da
molekiilleri etkileyerek komsu hiicreler arasindaki haberlesmeyi inhibe eder. Eritrosit
membranlarin lipid peroksidasyonuna ugramasi ve kiiciik kapillerlere kadar eritrositlerin

elastikiyetlerinin kaybina neden olur ve sonugta hemoliz olusur (91).
2.5.6.4.3. Zincir Uzamasmin Durmasi ve ikincil Uriinlerin Olusmasi

Hidroperoksitler ve bunlara bagli olarak olusan serbest radikaller (ROO’, RO"ve R") ya
birbirleriyle reaksiyona girer, inaktif kondenzasyon iriinlerini verir ve zincir uzamasi
durur
R'+R —RR
ROO'+R" — 5 ROOR
RO+ RO" ——— ROOR
RO+ R ——» ROR
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ya da zincir uzamasinin durmasi degisik yap1 ve yetenekteki bazi bilesikler tarafindan

gerceklestirilir (91).
2.6. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin olusturdugu hasar1 dnlemek i¢in viicut
antioksidanlar olarak bilinen birgok savunma sistemi gelistirmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda oksitlenmeye kars1 etkili ve duyarli olan, istenmeyen degisiklikleri
Onleyen ya da ortadan kaldiran bu bilesikler oksidasyona kars1 olduklar1 i¢in antioksidan
olarak isimlendirilmistir. ~ Antioksidanlar  peroksidasyon  zincir  reaksiyonunu
engelleyerek veya reaktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid peroksidasyonunu inhibe
ederler. Antioksidanlar etki mekanizmalarini serbest radikalleri tutarak veya daha zayif
yeni bir molekiile ¢evirerek, serbest radikalle etkilesip aktivitelerini azaltarak, serbest
radikalleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak ya da onarim yaparak

gosterirler (92-95).

R+ AH—> A"+RH
RO+ AH——» A+ ROH
ROO+ AH——» A"+ ROOH
Burada olugan antioksidan radikalleri yeni bir reaksiyonu baslatmaz. Aksine ikinci bir
radikal ile birlesir.
ROO" + A — ROOA
R"+A" ——» RA
RO+ A" ——» ROA
H+A" ——» HA
A +A" — AA
Radikallerin birbirleriyle reaksiyona girerek kondanse olmalari veya antioksidanlar
tarafindan etkisizlestirilmemeleri sonucu ise ikincil iirlinler olusur. Radikallerin
olusumunun 6nlenmesi ya da bunlar tarafindan baslatilan reaksiyonlarin durdurularak
bildirilen olumsuz etkilerinin Onlenebilmesi amaciyla organizma molekiiler ve
enzimatik korunma sistemlerini gelistirmistir. Antioksidanlar endojen kaynakli ve
ekzojen kaynakli olmak iizere iki gruba ayrilabildigi gibi serbest radikalin olusumunu
Onleyenler ve mevcut olani etkisiz hale getirenler seklinde de ikiye ayrilabilirler (92,

93).



27

Ayrica enzim ve enzim olmayanlar seklinde (Tablo 2.3.) de siniflandirilirlar. Enzimatik
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz
gibi enzimlerdir. Enzimatik olmayanlar ise tokoferol, B karoten, askorbik asit, iirat,

sistein, seruloplasmin, transferrin ve albumindir (94-96).

Organizmanin antioksidatif savunma sisteminde a-tokoferol (89, 97), B-karoten (98,
99), askorbik asit (100, 101) gibi molekiiller ve glutatyon peroksidaz (102), superoksit
dismutaz (103), katalaz (104), fosfolipaz (105) gibi enzimatik antioksidanlar 6nemli rol
oynamaktadir. Melatonin, {ratlar, sistein, metiyonin, glutatyon, seruloplazmin,
transferrin, laktoferrin, miyoglobin, hemoglobin, ferritin, albiimin, bilirubin de son

yillarda enzimatik olmayan antioksidanlar olarak kabul gérmektedir (70).

Tablo 2.3. Antioksidanlar

Enzimatik Nonenzimatik

Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Albiimin
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

2.6.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Aktif oksijen tiirleri yiiksek reaktif oOzelliklerinden dolayr herhangi bir koruma
mekanizmasi olmadig takdirde hiicre duvariin yapisina ve fonksiyonlarina zarar verir
(106). SOD aerobik hiicrelerde oksidatif strese kars1 major defans sistemi olarak bilinen
bir metalloenzimdir. SOD serbest oksijen radikallerinin en dnemli iiyesi olan siiperoksit
anyonunun enzimatik dismutasyonunu gerceklestirir. Boylece siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksite doniisiir. SOD bu yolla oksijen toksisitesinden koruyucu sistemin en
onemli ve ilk basamaginda rol oynar (107). Olusan hidrojen peroksit de toksik bir

tirtindiir. Ancak bu da katalaz ve GSH-Px tarafindan oksijen ve suya par¢calanmaktadir.
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2.6.2. Katalaz (CAT)

Katalaz cesitli streslere karsi gelistirilen cevap mekanizmalarindandir. Ayrica
patojenlerin Oldiiriilmesinde de savunma sistemi hiicreleri tarafindan tretilir (108).
Katalaz, antioksidan sistemin ti¢ 6nemli enziminden biri olup yapisinda demir igeren bir
tetramerdir ve hidrojen peroksiti dogrudan pargalayarak etki eder. Katalaz hidrojen
peroksite karsi rolatif olarak diisiik affinite gosterdiginden katalaz aktivitesi hidrojen
peroksitin yiiksek konsantrasyonlarinda daha 6nemli hale gelmektedir. Diigiik hidrojen
peroksit konsantrasyonlarinda, metil veya etil hidroperoksitler, metanol, etanol, fenol
gibi kiigik molekiillii elektron vericilerini indirger. Enzimin bu iki tiir aktiviteden
hangisini gosterecegi, basta hidrojen peroksit iiretim hizi olmak {izere olusan

biyomolekiillerin tiir ve miktarina bagimlidir (109).
2.6.3. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon rediiktaz, okside glutatyonun (GSSG) glutatyona (GSH) indirgenmesini
katalizleyen bir enzimdir. Glutatyon rediiktaz, redoks dongiisiinde 6nemli bir enzim
olup, indirgenmis hiicresel GSH’nin hiicrede yeterli seviyede kalmasini saglar. GSH
antioksidan olarak gorev yapar ve serbest radikal ve organik peroksitlerle reaksiyona
girer, amino asit tagmiminda gorev alir, organik peroksitlerin detoksifiyesinde ve
zenobiyotiklerin metabolizmasinda gorevli glutatyon peroksidaz ve glutatyon S
transferaz enzimlerinin substratidir (110). GSH-Px, basta karaciger olmak iizere
eritrositler, kalp, akciger, bobrek, goz ve beyin gibi dokularda bulunmaktadir. GSH-
Px’in en 6nemli ozelliklerinden birisi selenyum bagimli olmasidir. GSH-Px, hidrojen

peroksitin diisiik konsantrasyonlarina daha hassastir (111).
2.7. Radyoterapi

Radyoterapi, malign tiimorleri kontrol altinda tutmak i¢in iyonize radyasyonun tibta
kullanimidir (37). Tiimorlerin tedavisi i¢in radyasyonun ilk klinik kullanimi 1897°dir.
Bugiin, bu 6nemlidir ve bir dizi maligniteler i¢in en yaygin tedavi secenegidir (112).
Bazen, kanser hastalarinin %80’inde, ya kiiratif ya da palyatif amagla radyoterapi
gerekir (113). Radyoterapide amag, viicuttaki normal dokulara minimum zarar verirken

maksimum tiimdr 6ldiirmektir (114). Temel olarak iki tip radyasyon tedavisi vardir.
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2.7.1. Eksternal Radyoterapi (EBRT) ya da Teleterapi

Eksternal radyoterapi, dis tedavi, makine tarafindan iretilen radyasyon kullanilarak
radyasyon tedavisinin en sik goriilen seklidir. EBRT de kullanilan radyasyon kaynagi x-
isinlar1 ya da y-iginlarn olabilir. X-1sinlart lineer hizlandiricilar olarak adlandirilan
makineler tarafindan olusturulur. Radyasyonun diger tiirleri ile karsilastirildiginda, x-
1isinlari, nispeten biiylik bir alana radyasyon verebilir. y-1sinlari, parcalanarak radyasyon
enerjisi salan belirli elementlerin (Iridyum ve Cobalt-60) izotoplarindan iiretilir. Cobalt-
60’1in parcalanmasiyla iretilen y-i1sinlart “gama knife” adiyla tedavide kullanilir.
EBRT’de, tedavi genellikle fraksiyonlanmis sekildedir. Ornegin, tipik bir tedavi
donemi, dokuya 60 Gy total doz vermek icin, 6 haftalik peryodlarla, tedavinin herbiri 2
Gy olacak sekilde 30 tedaviden olusacaktir (115).

2.7.2. Brakiterapi ya da I¢ Terapi

Bu tiir radyoterapi, dogrudan radyoaktif kaynagin doku i¢ine implantini ya da ulasilabilir
dokularin bosluklarina yerlestirilmesini igerir. Sezyum ve iridyum brakiterapide yaygin

kullanilan radyoaktif materyallerdir (115).
2.8. Radyasyon Koroyucular (Radyoprotektorler)

Iyonize radyasyonun etkisini azaltabilecek, toksik olmayan etkili bir radyasyon
koruyucunun tanimlanmasi ve gelistirilmesinde siirekli bir ilgi bulunmaktadir.
Radyasyonun, tanida, tedavide, sanayide, enerji sektoriinde yaygin kullanimi, uzay
yolculugunda maruz kalma, niikleer kazalar ve niikleer terdrizm tehditlerine insanlarin
maruz kalmasina karsi radyasyondan korunmak i¢in bir radyo koruyucu gelistirilmesini
gerekli kilmistir. Farmakolojik miidahale, bir bilesik veya formiilasyon serbest radikal
stiptiriiciileri harekete gegirebilen en akilci strateji olabilir ve antioksidan iyonize
radyasyonun kotii sonuglarini azaltabilir ya da hafifletebilir (116). Vitamin C ya da
askorbik asit biyolojik sivilarda suda ¢oziinebilen giiclii bir antioksidandir (117) ve
radyasyon maruziyeti sirasinda olusan serbest radikallerin etkili siipiiriicii bir radyo
koruyucu olarak kullanilabilir (118, 119). Vitamin C hem in vivo hem in vitro biyolojik
sistemlerde DNA ve membranlarin hasarini azaltabilir (120). Askorbik asit ile diyet takviyesi
insan lenfositinde DNA hasar seviyesini indiikler ve endojenleri azaltr (121). Bu koruyucu etkiler,

hiicresel makromolekiillere saldirmadan dnce reaktif oksijen tiirlerinin kendi siipiiriicii
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aktivitesi nedeniyle olduguna inanilmaktadir. Radyasyon ile ilgili g¢alismalar, insan
hiicrelerinde  hipoksantin guanin fosforibozil transferazin (HGPRT) lokustaki
mutasyonlar1 indiikledigi ve fare m5S hiicrelerde morfolojik doniisiimler gosterdigi,
askorbik asit siiptiriiciiler, uzun 6miirlii serbest radikaller kadar kisa omiirliide de etkili

oldugu gosterilmistir (118).
2.9. Pycnogenol®

Pycnogenol, Pinus pinaster olarak bilinen bir deniz ¢am agacinin kabugundan elde
edilen biyoflavonoid/polifenol yapisinda bir komplekstir. Pycnogenol adiyla satilan gam
kabugu ekstresi, oligomerik proantosiyanidin kompleksleri (OPC) denilen dogal
bilesikleri igerir ve antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanserojen 6zellikleri de dahil
olmak tiizere bir¢ok biyolojik etkileri vardir (18). 1940'li yillarda, Dr. Jacques
Masquelier, ¢am agacimin kabugundan ¢ikan biyoflavonoidi “pycnogenol” olarak
adlandirarak bu maddenin viicuttaki serbest radikallere karsi C ve E vitaminlerinden
daha etkili oldugunu belirtmistir. Pycnogenoliin baslica bilesenleri polifenoldiir,
ozellikle katesin, epikatesin, taksifolin monomerik ve oligomerik birimleridir. %65-75
pycnogenol ekstresi prosiyanidinlerin degisen zincir uzunluklari, katesin ve epikatesinin
alt biriminden olusmaktadir (19). Karsilagtirmali arastirmalar pycnogenoliin lipid
peroksidasyonunun onlenmesinde C, E, alfa-lipoik asit ve CoQo vitaminlerinden ve
tizlim ¢ekirdegi ekstresinden daha giiclii oldugunu gostermistir (20). Laboratuvar
testlerinin yam sira klinik calismalarda da pycnogenoliin gii¢lii bir antioksidan oldugu
gosterilmistir (20, 21). Pycnogenol oksidatif stresten kaynaklanan glutatyon ve vitamin
E’nin deplesyonunu 6nledigi (22), insanlarda pycnogenol, vaskiiler biitiinliigii, endotel
fonksiyonu, antioksidan kapasiteyi artirdigi ve kayda deger bir anti-inflamatuar potense
sahip (23) oldugu bulunmustur. Oligomerik prosiyanidinler, 6zellikle pycnogenoliin
baslica biyoflavonoid bilesenleri, membrandz fosfolipidlerin polar bas gruplarma
baglanir ve oksidasyonlar1 onler (24), pycnogenoliiniin bilesenleri vitamin E’ye benzer
bir hiicre i¢i lokalizasyona sahip olabilir (25). Pycnogenoliin programlanmis ndronal
hiicre 6limii ve glutamat ile indiiklenen ndrotoksisiteyi onledigi gosterilmistir (26, 27).
Pycnogenolii oral yoldan alan hastalarda, platelet agregasyonunun inhibisyonu,
antihipertansif etkisi ve mikrosirkiilasyon diizenlemesi gibi dolasim fonksiyonlar1
tizerine etkileri ortaya konmustur (19, 28). Astim hastalarinda deniz ¢am kabugu

ekstresinin anti-inflamatuar etkileri gozlenmistir (29, 30). Pycnogenoliin, si¢anlarda
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abdominal bolgenin isinlamasindan sonra, intestinal mukozayi iyonize radyasyondan

onemli 6l¢iide korudugu sonucuna vartlmigtir (31).
2.9.1. Pycnogenol®’iin Tarihcesi

1535 kisinda, Jacques Cartier adli bir Fransiz kasif, St Lawrence Nehri’nde, simdi
Quebec’de, buzla kapli gemisinde bulmustur. Higbir meyve ya da sebze yiyeyemeyen
miirettebat iskorbiit (C vitamini eksikligi belirtileri) gelistirmeye baslamistir. Yerli
Amerikalilardan biri onlara belirli bir aga¢ kabugundan yapilmis bir ¢ay hazirladig
zaman miirettebatin ¢ogu zaten Olmiistiir. Agag, beyaz ¢am, sedir veya diger gesiti
bilinmemektedir, ama muhtemelen ¢aydaki C vitamini birgok miirettebat1 iyilestirmis,
iyilesme cayin mucizevi 6zelliklerine baglanmistir. 1951°de Fransiz aragtirmaci Jacques
Masquelier, Cartier’in yazilarindaki bu sdylentiyi okumus ve c¢aydaki aktif maddeleri
aramaya baslamistir. 1947 yilindan daha once, Jacques Masquelier, Bordeaux
Universitesi’nde biyoloji ve tip 6grencisiyken, fistigin kirmiz1 i¢ derisinin zehirli olup
olmadigin1 belirleme gorevine atanmistir. Doktora tezi i¢in, Masquelier bu soruyu
cevaplamak igin bir dizi deney istlenmis, aragtirmalarinin olduk¢a basinda, Masquelier

fistik derilerinde aslinda zehir olmadigini belirleyebilmistir.

Aragtirma tezinde, ayrica, fistik derisindeki renksiz bir maddeyi daha ileri incelemeler
icin c¢agrilmistir. 1948’de fistik derisinden, oligomerik proantosiyanidin (OPC) adli
maddeyi izole etmeyi basarmig ve vazoprotektif (kan damarlar1 koruyucu) potansiyele
sahip oldugunu tespit etmistir. Bir¢ok olas1 kaynaklar1 topladiktan sonra, Landes ¢am
agaclarinin kabugunu arastirirken (genellikle bahgeler i¢in bir malg¢ olarak kullanilan
kereste endiistrisinin bir atik {irlinii) bulmus ve Avrupa sahil ¢cam agaci (P. pinaster)

kabugundan proantosiyanidinleri ¢ikarabilmistir.

Bu yeni kaynak, yararli iiretim amaglari i¢in yeterli miktarlarda elde edilmistir. 1970°de,
OPC iiziim ¢ekirdeginden ¢ikarilmistir. Uziim ¢ekirdeginde bilesim bulunmus ve bitki
proantosiyanidinler ya da pycnogenole ref edilmistir. Ayrica Dr. Masquelier tarafindan
cikarilmig Pycnogenolden biraz farklidir. 1979°da Masquelier bu son derece karmagsik
kimyada kii¢iik bir diizen olusturmak i¢in kelime Pycnogenol’ii icat etmistir. Ancak
pycnogenol® ya da iiziim cekirdegi ekstresi (GSE) iceren OPC iirlinlerle ilgili ABD

pazarinda bazi karigikliklar olmustur ¢ilinkii kimyasal bilesenleri (pycnogenols) igin



32

genel terimlerden biri patentli ticari isimle (Pycnogenol®) aynidir. Bazi GSE {iriinleri

"pycnogenols" i¢ceren ABD'de pazarlanmis ve yanlig olarak eskiden etiketlenmistir.

GSE ve Pycnogenol ® benzer kimyasal bilesenler (6zellikle OPC fraksiyonu olarak)
icerir, iki iirlinde kimyasal, farmakolojik ve klinik literatiirii farklidir. Pycnogenol®
terimi bu nedenle sadece belirli 6zel ¢am agaci kabugu Oziinii ifade etmek igin
kullanilmalidir. Bu {iriin ile ilgili bilimsel literatiir GSE’nin giivenlik veya etkinligi i¢in

temel bir referans olmamalidir (122).
2.9.2. Pycnogenol® Bilesenleri

Birkag y1l 6ncesine kadar cam kabugu sinirl kullanimi ile ahsap endiistrisi i¢in gereksiz
bir kalmtidir. Giiniimiizde, bitkisel alt-tabaka ve yanici olarak kullanilir. ilgingtir cam
kabugu beslenme, saglik ve tip alanlarinda artan bir ilgiye sahip, dogal polifenollerin
zengin bir kaynagidir. Bitkilerde, fenolik asitler, stilbenler ve tanninler gibi, flavonoidler
(Sekil 2.3.) ve diger bitki fenolikleri, normal biiyiime, gelisme, enfeksiyon ve

yaralanmaya karsi savunma onemlidir (123).

Sekil 2.3. Temel monomerik flavonoid yapi.

Prosiyanidinler, proantosiyanidinlerin bir alt sinifi, esas olarak C4 — C8 ve/veya C4 —
C6 baglart ile baglanmis (+)- katesin ve/ya da (—)- epikatesin birimlerinden olusan
(Sekil 2.4.) oligomerler ve polimerlerin karigimlaridir. Bu flavon-3-ol” lar bir C4 — C8
bagina ¢ift baglanmis hem de ek olarak O7— C2 arasina baglanmig olabilir (124).
Ligninler, bitkilerde en yaygin polifenollerdir ve genellikle yiiksek konsantrasyonlarda,
yaprak, meyve, aga¢ kabuklarinda veya koklerde bulunabilirler. Son zamanlarda,

prosiyanidinler radikal siipiiriicti yetenegi (125) ve farmakolojik etkileri, biiyiik 6l¢iide
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kendi yapisina bagh ve 6zellikle polimerizasyon derecesi (126, 127) nedeniyle dikkate

deger alinmistir.

Pycnogenol, Birlesik Devletler Farmakopesi (USP 28)'nde belirtilen (eski P. maritima
olarak da bilinir) P. Pinaster kabugunun sulu 6ziidiir (128). Esas olarak prosiyanidin
flavonoidlerin (%65-75 arasinda Pycnogenol farkli zincir uzunluklarma sahip katesin ve
epikatesin alt birimlerini igeren prosiyanidinlerdir) fenolik asitler, sinamik asitler ve
bunlarin glikositler ve taksifolin (19) karisimindan olusmaktadir. Ozellikle, yiiksek
basingli sivi kromatografisi (HPLC) pycnogenol bilesenlerini Tablo 2.4.°’deki gibi

tanimlamistir.

OH OH

HO o
E j “OH

(+)-Katesin (-)-Epikatesin

Epikatesin

Katesin =

Oligomerler

Sekil 2.4. Pycnogenol ekstresinde (iist) mevcut ana prosiyanidinlerin yapilar1 ve bunlarin olas1

oligomerik montaj1 (alt)
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Tablo 2.4.’de goriildiigii gibi HPLC analizlerinden dimerik proanthosiyanidinler katesin
monomeri 6nemli miktarda ¢am agaci kabugu ekstresinde major bilesendir ve
cogunlukla trimerik ve tetramerik proanthosianidinler oldugu diger bilesenler arasinda
belirlenmistir. Ilging bir sekilde, galik asit, kafeik asit ve ferulik asit gibi pycnogenoliin
bilesenlerinin bazilarinin giiglii in vitro antibakteriyel ve anti-viral 6zelliklere sahip

oldugu bilinmektedir (129).

Tablo 2.4. HPLC analizi ile tespit edilmis ¢am agaci kabugu ekstresinin yiizdeleri ve
bilesenleri (130).

Bilesen Yiizde
Galik asit 3.2
Dimerler (katesin ve epikatesin) 40.9
Katesin 18.9
Epikatesin 0.2
Kumarik asit 0.2
Taksifolin 2.1
Ferulik asit 0.5
Diger trimer ve tetramerler 19.0
Tanimlanmamis bilesen 12.8

2.9.3. Pycnogenol Aktivitesinin Baslica Molekiiler Temeli

Bilesenlerinin temel kimyasal yapisi nedeniyle, pycnogenoliin en belirgin 6zelligi, giiglii
antioksidan aktivitesidir. Fenolik asitler, polifenoller ve 6zellikle de flavonoidler, bir
(veya daha fazla) aromatik halkalardan birini tagir ya da daha fazla hidroksil gruplardan
olusmaktadir ve bu nedenle potansiyel olarak rezonans-stabilize fenoksil radikalleri

sekillendirerek serbest radikalleri giderebilirler (131).

Siiperoksit anyon radikali (O, ), hidroksil radikali (HO), lipid peroksil radikali ve
nitrik oksit radikali (‘NO) ve peroksinitrit (ONOO") gibi reaktif nitrojen tiirleri biyolojik
cevre, insan sagligl ve hastaliginda en 6nemli serbest radikaller arasinda oldugu, hem in
vitro hem de in vivo aragtirilmistir (132-140). Bununla birlikte, oligo-polifenolik
bilesikler, monomerik Flavon(ol)’ lara kiyasla {istiin bir antioksidan kapasitesi
gostermektedir. IC50 degerleri kapsamli bir listede verilmis (141) ve sabit oran OH’ i¢in
lineer korelasyon gozlenmistir (142). Bu katesin ve prosiyanidinin bir tistiinliigii, radikal

bir temizleme i¢in muhtemel bolgelerin katekol/pyrogallol kisimlarin daha fazla sayida
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degil sadece bulundugu ileri siiriilmektedir. Ek olarak, flavon(ol)’lar miikemmel radikal
stiptirticiiler (143), heniiz onlarin o-kinonlar1 bos redoks ¢evriminden, reaktif oksijen
tirlerinin olusumu nedeniyle potansiyel prooksidanlaridir (144-146). Bunun aksine, ilk
semiquinone radikallerden olusan proantosiyanidin veya gallate o-kinonlar cesitli

yollarla oligomerik bilesikleri tiretme kapasitesine sahiptirler (147-152).

Biitiin bu fenolik ya da niikleofilik reaksiyonlar hidroksil gruplarinin sayisint korur ve
yilksek sayida radikal hedef bolgeler, oOncelikli olarak  antioksidanlar
kuvvetlendirmekten sorumludur. Bazi galismalarda ortaya c¢ikan ilging bir ozellik,
pycnogenoliin tiim bilesenlerinin saflagtirilmig herhangi bir bileseninden daha biiyiik
biyolojik etkiler sergilemesidir (22). Bu durum, enzim inhibisyonu (153) ve pycnogenol
antioksidan kapasitesi ¢alismalar1 tarafindan agik¢a onerilmektedir (154, 155). Bu biitiin
ekstrede, olasi gesitli bilesenler arasindaki karmasik sinerjistik etkilesim kaynakli
biyolojik etkinin, daha fazla olmasi anlamina gelir (122). Karsinogeneziste olasi bir
faktor olarak bilinen, tek ve ¢ift iplik DNA kiriklarinda bir azalma, serbest radikal
kaynakl1 yaralanmalara kars1 genetik materyalin korunmasinda pycnogenoliin potansiyel

olarak 6nemli bir rolii oldugu bildirilmistir (156).

Ancak bazi ¢alismalarda, pycnogenoliin az da olsa toksik etkisi oldugu bildirilmistir.
Oral yoldan alan hastalarin kiigiik bir yiizdesinde pycnogenol, istenmeyen akut ve kronik
hafif toksik etkiye sahiptir (19). inkiibe edilmis lensler {izerinde potansiyel toksik etkiye
sahip olmasina ragmen, in vivo 6nemli derecede koruyucu etkiye sahip oldugu ve kayda
deger protein glikasyonunu azalttigi goriilmiis, Cognis US (Henkel Chemical Co.) ve
Horphag Research tarafindan desteklenmistir (157). Pycnogenol siganlarda diisiik
toksisiteye (LDso: 3g/kg os) sahiptir ve teratojenik ya da mutajenik degildir (158).



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Cihazlar

Pycnogenol, Horphag Research Ltd UK tarafindan (Sertifika Numara: CA12-115)
patentli olarak bagislandi. Comassie Brillant Blue G 250 Amresco’dan, BSA (bovine
serum albiimine ) ve Bovine Liver Catalase Sigma’dan, diger kimyasallar Merck’ten
sagland1. Biitiin kimyasallarin hazirlanmasinda ve biyokimyasal ¢aligmalarda ultrasaf su
(Purelab ELGA, UK) kullanildi. Tiim reaktif ve kimyasal maddeler analitik ya da daha
yiiksek saflikta idi.

Calismada kullamlan cihazlar: Cobalt-60 teleterapi cihazi (GWXJ80-Co®
Teletherapy Unit), Olympus BX51 151tk mikroskobu (Olympus, Japonya), Olympus
BX51 floresan mikroskop (Olympus, Japonya), homojenizator (Wise Tis HG-15D),
spektrofotometre (UV 1800 Shimadzu), santrifiij (BeckmanCoulter), pH metre (Toledo),
vorteks (Heidolph), mikrodalga firin (Vestel), ¢oklu manyetik karistirict (JepoTech),
isiticili manyetik karistirict (Heidolph), hassas terazi (Ohaus Explorer), analitik terazi
(Ohaus Adventurer), -80°C buz dolabi (Binder), -20°C buz dolabi (Sanyo), comet
elektroforez tanki (Comet 20-Sci Plas), gii¢ kaynagi (Thermo Scientific), kar makinasi
(Scotsman), ultra saf su cihazi (Purelab ELGA, UK), sicak su banyosu (Niive ST-30).
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3.2. Hayvanlar

Bu calisma Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanlig1 uyarinca
alinan; Karar No: 11/127 Etik Kurul Karar1 esasina uygun olarak yiiriitiildii. Deneysel
calisma, Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirmalar Fonu destegiyle ve TSD12-3936
proje numarastyla, Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Klinik Arastirma
Merkezi’nde Kasim 2012-Nisan 2013 tarihleri arasinda yapildi. Siganlar, havalandirma
sartlar1 saglanmis, giines 15181 alan ve her birinde bes sicanin bulundugu 6zel kafeslerde,
12 saatlik sabit aydinlik—karanlik dongiisii altinda tutularak igme suyu ve standart sigan

yemi adlibitum verildi. Sular1 her giin degistirildi ve kafes temizligi giin asir1 yapildi.
3.3. Deney Gruplarimin Olusturulmasi ve Antioksidan Uygulamasi

Calisma on gruba bdliindli ve her bir grup rastgele se¢ilmis ancak kendi iclerinde ve
gruplar arasinda agirliklart yakin olacak sekilde, 10 erkek Wistar Albino cinsi sigandan
olusmak iizere toplam 100 si¢ana uygulandi. Antioksidan olarak kullanilan pycnogenol
ekstresi (Sertifika Numara: CA12-115) Horphag Research Ltd, Geneva, Switzerland
tarafindan bagislandi. Pycnogenol %5°lik dimetil siilfoksit (DMSO) ile ¢6zdiiriildii (18)
ve gavajla siganlara uygulandi. Tablo 3.1.’de verildigi gibi:

Kontrol grubu antioksidan ve radyasyon almadi ancak ii¢ giin siireyle
%S5°lik DMSO
Ps75grubu, 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 37.5 mg/kg pycnogenol

3. P-sgrubu, 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 75 mg/kg pycnogenol
4, P1so grubu, 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 150 mg/kg pycnogenol

5. Psoo grubu 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 300 mg/kg pycnogenol aldi
ancak bu gruplar 1sinlanmadi

6. y-151m1 grubu, pycnogenol almadi ancak {i¢ giin siireyle %5’lik DMSO
gavajla verildi, 24 saat sonra tiim viicut tek doz 900 cGy y-151n1yla
1sinland1

7. y-1i51m1 + Pgr5 grubu, 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 37.5 mg/kg
pycnogenol gavajla verildi ve antioksidan uygulamasindan 24 saat sonra
tek doz 900 cGy tiim viicut y-151n1yla 1s1landi

8. y-1s11 + Pzs grubu, 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 75 mg/kg pycnogenol

gavajla verildi ve antioksidan uygulamasindan 24 saat sonra ve tek doz
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900 cGy tiim viicut y-1s1n1yla 1s1nland1

9. y-151n1 + P50 grubu, 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 150 mg/kg pycnogenol
gavajla verildi ve antioksidan uygulamasindan 24 saat sonra tek doz 900
cGy tiim viicut y-1s1iyla 1sinland1

10.  y-151m1 + Pggo grubu, 24, 48 ve 72. saatlerde tek doz 300 mg/kg pycnogenol
gavajla verildi ve antioksidan uygulamasindan 24 saat sonra tek doz 900

cGy tiim viicut y-1s1iyla 1s1nland1

Tablo 3.1. Deney gruplarinin listesi

Grup ismi Pycnogenol (mg/kg) Radyasyon (cGy)
Kontrol — —
Ps7s 37.5 —
Pzs 75 —
P1so0 150 —
P30o 300 —
y-15111 — 900
y-15101 + P37 5 375 900
y-1s1n1 + Py 75 900
y-15101 + P50 150 900
y-151n1 + P3go 300 900

Radyasyon uygulamasi Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dali’'nda, DNA hasar tayini ve biyokimyasal degerlendirmeler Erciyes
Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi’nde, histo-patolojik degerlendirme Erciyes

Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji- Embriyoloji Anabilim Dali’nda degerlendirildi.

3.4. Radyasyon Uygulamasi

Isinlama Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkoloji Béliimii’nde Cobalt-60
teleterapi (GWXJ80-Co®® Teletherapy Unit) cihazi tarafindan olusturulan Y-1s101
kullanilarak 28x24 boyutunda ve 2.5cm derinlikte tahtadan yapilan 6zel bir kutu
icerisinde (Sekil 3.1.), anestezi yapmadan, 5’er gruplar halinde, total viicut 1ginlamasi

seklinde 1sinlandi (Sekil 3.2). Isinlama sirasinda siganlarin nefes almalarina izin vermek
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ve sabit SSD (kaynak cilt mesafesi) saglamak i¢in kutunun iist ve alt kismina yogunlugu
bilinen delikli tray yerlestirildi. Radyasyon dozunun fizik hesab1 28x24°lik alanda ve 2.5
cm derinlikte 6n ve arka karsilikli iki alandan, total doz 900 cGy olacak sekilde

hesaplandi (159). Isinlama siiresi hesaplanirken, tray faktorii dikkate alindi.

Sekil 3.2. Radyasyon uygulamasi

3.5. Sicanlardan Organlarin Alinmasi

Kontrol, Ps75, P75, P1so, P3oo gruplari gavajdan 24 saat sonra, y-isini, y-isin1 + Ps7s, y-
15101 + Pys, y-15101 + P150 V€ y-15101 + P390 151nlamadan 24 saat sonra, tiim gruplar ketamin

(0.1mg/kg) ve ksilazin (0.05 mg/kg) ile intramuskuler genel anestezi altinda siganlarin
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akciger, karaciger ve bobrekleri alindiktan sonra dekapitasyon yontemi kullanilarak
sakrifiye edildi (31). Alinan organ oOrnekleri calismalar igin ii¢ gruba ayrildi.
Biyokimyasal analizler i¢in alinan organlar aliiminyum folyolara sarildiktan sonra
calismalar yapilincaya kadar -80°C’da sakland1. Histo-patolojik degerlendirmeler i¢in
aliman organlar %10’luk formaldehit i¢inde fikse edildi. DNA hasar tayini igin
kullanilacak olunan dokular hazirlanan kryoprotektant (%25 FCS, %20 DMSO ve %55
RPMI-1640 ) iceren ependorf tiipler icinde ¢alisma yapilincaya kadar -80°C’da sakland:
(160).

3.6.Akciger, Karaciger ve Bobrek Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Calisma giiniine kadar, -80°C°da dondurularak saklanan akciger, karaciger ve bobrekten
doku homojenatlarinin hazirlanmasi sirasinda yapilan tiim islemler, buz igerisinde ve
4°C’da yiriitiildii. Dokular tartildiktan sonra agirliklari kaydedildi. Homojenizasyon
islemi, soguk 50 mM KH,PO, buffer soliisyonu (pH 7.0) i¢inde, teflon uglu
homojenizatér ile gergeklestirildi. Homejenat 4°C da 12000g de 15 dakika santrifiij
edildi. Stipernatant SOD ve CAT enzim aktiviteleri ve MDA diizeyinin 6l¢iilmesinde
kullanildi (161).

3.7. Protein Miktarmin Tayini

Orneklerdeki protein konsantrasyonu Bradford yontemine (162) gore belirlendi. Protein
miktarinin belirlenmesinden 6nce 5X Bradford ayiraci 1:5 oraninda distile su (dH20) ile
seyreltildi ve Whatman #1 numarali filtre kagidi ile filtre edildi. Bradford ayiraci
hazirlanisi ise kisaca; 500 mg Comassie Brillant Blue G 250 (Amresco), 250 mL %96
etanol i¢inde iyice ¢Oziildii, daha sonra 500 mL %85 orto-fosforik asit ilave edildi ve
son hacim 1 litreye tamamlanincaya dek dH;O eklenerek hazirlandi. Protein
konsantrasyonunun tespiti i¢in sigir serum albiimini (BSA) Fraksiyon V (Sigma)
kullanilarak standart serisi olusturuldu. 1 mg/mL BSA stokundan 5, 10, 15, 20, 25 uL

alinarak hazirlanan cam tiiplere aktarildi ve son hacimleri 500 pL olacak sekilde dH,0
ile tamamlandi. Tiiplerin lizerine Son hacim 5 mL olacak sekilde 1X Bradford ayiraci

eklendi.

Orneklerin protein konsantrasyonlarinin tespiti igin 4°C’da buzlu suda tutulan her
akciger ve karaciger 6rneginden 40 pL protein ekstrakti ve her bobrek 6rneginden 20 pL
protein ekstrakti alinip cam tiiplere aktarildi ve yine son hacim 1000 uL’ye ultra saf su

ile tamamlanarak seyreltildi (seyreltme katsayist1 1000). Bu asamalardan sonra 1:5
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oraninda diltie edilmis 1X Bradford ayiracindan 5 mL karisima ilave edildi. Oda
sicakliginda yaklasik 5-10 dakika bekletildikten sonra 595 nm’deki absorbans degerleri

belirlendi. Absorbans okumalarinda plastik kiivet kullanildu.

Tablo 3.2. Bradford standartlarinin hazirlanmasi

Standartlar dH,O 1 mg/mL stok BSA 1X Bradford Ayiract
(uL) (uL) (mL)
Kor 500 0 5
0.01 mg/mL 495 5 5
0.02 mg/mL 490 10 5
0.03 mg/mL 485 15 5
0.04 mg/mL 480 20 5
0.05 mg/mL 475 25 5

Standartlara ait absorbans degerleri kullanilarak bir grafik elde edildi (Sekil 3.3.).
Grafikten elde edilen denklem yardimi ile de protein konsantrasyonu bilinmeyen
orneklerin konsantrasyonlari formiilden tespit edildi. Denklemde X egim, y ise
orneklerin Bradford sonucu o6lgiilen absorbans degerlerini temsil etmektedir.

Hesaplamaya diliisyon faktorii olarak 1000 katsayist da dahil edildi.

03
y =5,20x+ 0,0028

/’ R* =0,9975

0,25 /
0,15 /
/ 4 Seril
, Dogrusal (Seril)
0,05 /

o 001 002 003 004 005 006

Protein Konsantrasyonu (mg/mL)

o
[ 5]

Absorbans{595nm)
]

Sekil 3.3. BSA standartlarindan elde edilen grafik.
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Kontrol, P37, P7s, P1so, P3oo, y-15101, y-15101 + P375, y-15101 + P75, y-15101 + P150 V€ y-15101 +
P30 0rneklerinde protein konsantrasyonlar: tespit edildikten sonra tiim 6rneklerin ortak
bir konsantrasyon degerinde Olmasi i¢in ultra saf suyla gercken seyreltme yapildi.
Ayarlamalar1 yapilan 6rnekler yeterli hacimlerde aliquatlara (kiigiik hacimlere) ayrilarak

enzim ¢alismalarinda kullanildi veya sonraki ¢alismalar i¢in ~80°C’da saklandi.
3.8. Enzim Aktivitelerinin Tayini

Biitiin enzim ekstraklar1 enzim ¢alismalar1 siiresince 0-4°C’da buzlu suda tutuldu.
Ayrica 15181n olumsuz etkisi olabilecegi ihtimali de g6z Onilinde tutularak Ornekler

miimkiin oldugunca 1siktan korunmaya ¢alisildi.
3.8.1. Malondialdehit (MDA) Tayini

Lipid peroksidasyonunun yikim iriinlerinden olan MDA’nin 6l¢iimiinde 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 (163). Akciger, karaciger ve bobrek

dokusu MDA tayininde, Ohkawa ve ark.’nin gelistirdigi metot kullanildi (164).

Calisma: MDA o0lgiimii yapilacak her numune i¢in kullanilacak olan kimyasallar ve

islem siras1 Tablo 3.3.’de verildigi gibi hazirland1.

Tablo 3.3. Ohkawa ve ark. gelistirdigi metoda gore MDA tayininde kullanilan kimyasallar

Siipernatant 0.1 mL
%8.1 Sodyum dodesil siilfat 0.1 mL
%20 Asetik asit (pH 3.5) 0.75 mL
9%0.8 Tiyobarbitiirik asit 0.75mL
dH,O 0.3mL
95°C sicak su banyosunda 60 dakika kaynatild:

dH,O 0.5mL
n-butonol/piridin (15:1) 25mL

4°C’de 4000 rpm’de 15 dakika santrifiije edildi

Siipernatantlardan 0.1 mL alinip kapakli cam tiiplere konuldu. Uzerlerine sirasiyla 0.1
mL sodyum dodesil siilfat (%8.1), 0.75 mL asetik asit (%20, pH 3.5), 0.75 mL
tiyobarbitiirik asit (%0.8) ve 0.3 mL dH,O eklenerek iyice karistirildiktan sonra agizlari
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sikica kapatilan tiipler, 95°C sicak su banyosunda 60 dakika kaynatildi. Kapaklari
acilarak sogutulan tiiplere, 0.5 mL dH,O ve 2.5 mL n-butonol/piridin (15:1) karisimi
eklenerek vorteksle iyice karistirildi. Tiiplerin 4°C’da 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmesi ile elde edilen pembe organik fazin absorbansi, 532 nm’de, distile su ile ayni
sekilde c¢alisilan kore karsi olgiildii. Degerlendirme standart egri (Sekil 3.4.) {izerinde
yapildi. Standart egriden elde edilen doku MDA seviyeleri (nmol/mL), ayni
stipernatantlarda Bradford yontemi (162) ile Olgiilen miligram protein basina verildi

(nmol MDA/ mg protein).
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Sekil 3.4. MDA standartlarindan elde edilen grafik
3.8.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi Tayini

Caligmaya alinan siganlarin akciger, karaciger ve bobrek dokularindaki SOD aktivitesi

tayininde Sun ve ark. tarafindan gelistirilen metod kullanildi (165).

Metodun prensibi: Ksantin oksidaz (XO) ile ksantinin oksidasyonu sirasinda agiga ¢ikan
Oy’, nitro blue tetrazolium (NBT) gibi boyar maddeleri rediikleyerek formazonlari
olusturmaktadir. Siiperoksit anyonunun, H;O;’e dismutasyonunu saglayan SOD
varliginda, XO reaksiyonlar1 ile iretilen O, siirekli tiiketileceginden, NBT ile
reaksiyona giren O," miktar1 azalacak ve bu yolla formazon olusumu onlenecektir. SOD
aktivitesi, XO’nun katalizledigi tepkimede, NBT rediiksiyonunun inhibisyon derecesine
bagl olarak Olgiilebilir. SOD aktivitesi yiikseldik¢e, NBT rediiksiyonu ile formazon

olusumu azalacaktir.
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Ksantin —— Urik asit + O,

NBT + O, —— Formazon (rediikte NBT)

T

SOD

2H" + 0 ——» H0,+ 0>

Cahisma: SOD aktivitesi tayin edilecek her numune igin, toplam hacim 2.45 mL olacak

sekilde, Tablo 3.4.’de verilen konsantrasyonlarda bir deney karigimi hazirlandi.

Tablo 3.4. Sun ve ark. gelistirdigi metoda gére SOD tayininde kullanilan deney karigimi

0.3 mM Ksantin 1.0 mL
150 uM NBT 0.5mL
0.4 M Sodyum karbonat 0.3mL
0.6 mM EDTA 0.5mL
1 gr/L BSA 0.15mL
Deney karisimi 2.45 mL

Deney karisimi pipetlenen numune tiiplerinin lizerine akciger, karaciger ve bobrek doku
homojenatlarindan elde edilen, 0.5 mL siipernatant ve deney Karigimi igeren kontrol
tiipiine, 0.5 mL 0.01 M fosfat tamponu (pH 7.0) ilave edildi. Deney tiipleri 25°C* da 5
dakika inkiibe edildikten sonra, her birinin iizerine, esit zaman araliklar1 ile 0.05 mL 167
U/L XO eklenerek reaksiyon baslatildi. Tiipler, 25%C’da 20 dakika stireyle tekrar inkiibe
edildi. Bu siirenin sonunda, yine esit zaman araliklari ile tiiplere 1 mL 0.8 mM CucCl,
ilavesi ile reaksiyon durduruldu. Numune ve kontrol tiiplerinde, formazon olusumundan
kaynaklanan renk siddeti, 560 nm dalga boyunda, distile su koriine karsi,
spektrometrede okundu. SOD igermeyen kontrol tiipiinde, maksimum formazon
olusumu (Optik Dansite (OD): 0.250) gozlendi.

Standart serinin hazirlanmasi: SOD (3300 U/mg solid/mg protein), 0.6 mg/mL
konsantrasyonda olacak sekilde, dH,O ile ¢oziildii. Bu stok standart 0.01 M fosfat
tamponu ile dilie edilerek, deney ortaminda sirasiyla 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ng
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konsantrasyonlarinda olacak sekilde, SOD calisma standartlar1 hazirlandi ve numune

gibi ¢alisildu.

Hesaplama: Standart seri ve numune tiiplerinde % inhibisyon degerleri asagidaki
formiille hesaplanda:
{ Kontrol OD — Numune OD )

% inhibisyon = Kontrol OD X 10
ontro

Standart seri i¢in hesaplanan % inhibisyon degerlerine karsilik gelen SOD
konsantrasyonlart 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 garpilarak numunelerin ger¢ek SOD tinitelerine ulasildi. Bradford
yontemine (162) gore protein miktarlar1 da tayin edilen akciger, karaciger ve bobrek
doku homojenatlarinda SOD aktivitesi, spesifik aktivite cinsinden, U/mg protein olarak

verildi.
3.8.3. Katalaz Aktivitesi Tayini

Akciger, karaciger ve bobrek dokusunda katalaz aktivitesi tayininde Aebi tarafindan
gelistirilen metod kullanildi (166). Metodun H,0,’in katalaz tarafindan O, ve H,O’ya
parcalanmas1 esnasinda reaksiyon karigimindaki absorbans degisiminin Olciilmesi

esasina dayanmaktadir.

2H,0,—AT_, 0, +2H,0
Cahsma: CAT aktivitesi tayininde her numune igin kullanilacak olan kimyasallar Tablo

3.5.°de verildigi gibi hazirlandi.

Tablo 3.5. Aebi’nin gelistirdigi metoda gore CAT tayininde kullanilan deney karigimi

a)6.81 g KH,P0, 1000 mL dH,O tamamlandi.

Fosfat buffer b)8.90 g Na,HP0,.2H,0 1000mL dH,O tamamlandi.
(50 mM; pH 7.0)

a) ve b) ¢ozeltileri 1:1.55 oraninda karistirildi.

Hidrojen peroksit (%30) 1uL

Homejenat 20 ulL

Deney tiiptine 979 pL 0.05 M, pH 7.0 Fosfat tamponu, 1 uL %30 H,0, pipetlendi.
Ortama daha sonra 20 pL homejenat pipetlenerek, 25°C’da 240 nm dalga boyunda dH,0
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koriine kars1 spektrofotometrik olarak 5 dakika absorbans degisimi izlendi. Katalaz
aktivitesinde, bobrek ve karacigerde 120 saniyeden ve akcigerde 180 saniyeden sonra
bir degisim gézlenmediginden, ¢alismada katalaz aktivitesinin karaciger ve bobrek igin

120 saniye, akciger i¢in 180 saniye 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
soliisyonu hazirlandi. Deney tiipiine 2 mL fosfat tamponu (0.05 M, pH 7.0) ve 1 uL %30
H,O, pipetlendikten sonra ortama en son 100 pL standart eklendi. 25°C’da 240 nm
dalga boyunda 180 saniye 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 Bradford yontemi (162) ile

protein tayini yapilarak sonuglar pg/g protein cinsinden verildi.

Hesaplar:
x = A ug Katalaz/mL (Numunedeki katalaz miktar1)
Numune pg protein A ng Katalaz

1000 pg protein y ng Katalaz

_ Ax1000

~ Numune Lg protein

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

3.9. DNA Hasar Tayini

DNA comet assay ya da tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) canli popiilasyonlarinda,
hiicre diizeyinde DNA hasar tespitinde kullanilan, hizli, basit ve ¢ok hassas floresan

mikroskobik yontemdir.
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Dokuda DNA hasar1 nétral sartlarda tek hiicre jel elektroforez (comet) ydntemi
kullanilarak arastirildi. Hiicre slispansiyonunun hazirlanmasi i¢in, dokulardan yaklasik
2 g gelecek sekilde parcalar alindi, temiz bir bisturi yardimiyla buz tlizerinde pargalandi,
parcalanan dokulara 10 mL soguk PBS (Ca?* ve Mg®'free) eklenerek yaklasik 10
dakika 500 rpm manyetik karistiricida karistirtldi. Homojenat 10 dakika deney tiipiinde
bekletildi. Siipernatant analizler i¢in kullanildi (167). Kisaca, her bir mikroskop lami

distile suda hazirlanmis %0.5’lik normal erime noktali agarozla kaplandi ve oda
sicakliginda kurutuldu. Daha sonra, ilk katin @stine PBS’de hazirlanmis, 37°C’da
%0.8’lik diisiik erime noktali agarozun 1000uL ile 100uL hiicre siispansiyonu
karistirildi ve birinci katmn tizerine yayildi. Lamlar 4°C’da buz akiisiiniin iizerinde 5
dakika katilagmaya birakildi. Lameller lamlardan kaldirildi, taze hazirlanmis soguk
lyzis ¢ozeltisinde (TBE, 25 g SDS) 7 dakika 4°C’da lize edildi. Lamlar lyzis
cozeltisinden alindi, yatay elektroforez tanki taze hazirlanmis elektroforez tamponu
(TBE: 54 g Tris, 27.5 g borik asit, 20 mL EDTA, pH 8.4) ile dolduruldu ve lamlar
yerlestirildi, DNA sarmalinin ¢ozililmesi i¢in 20 dakika bekletildi. Oda sicakliginda 64
V-250 mA’de 2 dakika elektoroforez uygulandi. Daha sonra lamlar iyon ve deterjanlarin
uzaklastirilmasi i¢in 5 dakika dH-O ile yikandi. Notralizasyondan sonra 50 plL ethidium
bromide (1 upg/mL) ile boyandi ve lamelle kapatildi. Biitiin islemler DNA hasarini
onlemek i¢in karanlikta uygulandi (168, 169).

3.9.1. DNA Hasarimnin Degerlendirilmesi

Goriintiiler floresan mikroskop (Olympus, Japan) kullanilarak x200 biiyiitmeyle ¢ekildi.
Her bir lamdan rastgele secilmis 100 hiicre goriintiisii Comet Assay Software Project
(CASP 1.2.2, Windows 2010)’le analiz edildi. Bas uzunlugu (length head), kuyruk
uzunlugu (length tail), comet uzunlugu (length comet), basda %DNA (head DNA),
kuyrukta %DNA (tail DNA), kuyruk momenti (tail moment) ve olive tail moment
(OTM) parametreleri CASP kullanilarak analiz edildi. Hasar hiicre basindan go¢ etmis,
comete neden olan kirilmis DNA kuyrugundan belirlendi, kuyruklu hasarli, kuyruksuz
hasar gérmemis olarak diistintildi (170, 171).

3.10. Histo-Patolojik Degerlendirmeler

%10’luk formalin fiksasyonu sonrasi rutin histolojik takip asamalarindan sonra
hazirlanan ve parafin bloklara gémiilen dokulardan Spm’lik kesitler dokiilmemesi i¢in

poli-L lizinle kapli lamlara alindi. Histolojik doku takibi asamalar1 Tablo 3.6.’da



48

gosterildi. Elde edilen ve deney gruplarina ait olan karaciger ve akciger dokularina
hematoksilen-eozin ve Masson trikrom boyama metodlari uygulanirken, bobrek
dokularinda bazal membran yapilarinin ve tiibiillerin daha net goriilebilmesi i¢in ek
olarak periyodik asit Schiff (PAS) boyama metodlar1 uygulandi. Bu boyama metodlari
i¢cin uygulanan prosediirler Tablo 3.7., Tablo 3.8. ve Tablo 3.9.’da gosterildi.

Tablo 3.6. Parafin doku takip yontemi asamalari

Sira Yapilan islem Siire

1 %10’luk formalin Bir gece
2 Akarsu Bir saat
3 %50’lik etil alkol Bir saat
4 %70°1ik etil alkol Bir saat
5 %90’11k etil alkol Bir saat
6 %9611k etil alkol-I Bir saat
7 %96’ 11k etil alkol-Il Bir saat
8 Absolu alkol-I Bir saat
9 Absolu alkol-II Bir saat
10 Ksilen Bir saat
11 57°C’da etiivde eriyik parafin Bir gece
12 Gomme




Tablo 3.7. Hematoksilen-eozin boyama yontemi
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Sira Yapilan islem Siire

1 Ksilen-I 15 dakika
2 Ksilen-11 15 dakika
3 Absolu alkol-I 10 dakika
4 Absolu alkol-Il 10 dakika
5 %96 Alkol 10 dakika
6 %80 Alkol 10 dakika
7 %70 Alkol 10 dakika
8 %50 Alkol 10 dakika
9 Akarsu 5 dakika
10 Hematoksilen 7-8 dakika
11 Akarsu 5 dakika
12 Eozin 4-5 dakika
13 Akarsu 5 dakika
14 %50 Alkol 10 dakika
15 %70 Alkol 10 dakika
16 %80 Alkol 10 dakika
17 %96 Alkol 10 dakika
18 Absolu alkol-I 10 dakika
19 Absolu alkol-Il 10 dakika
20 Ksilen-I 15 dakika
21 Ksilen-11 15 dakika
22 Kapatma




Tablo 3.8. Masson trikrom boyama yontemi
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Sira Yapilan islem Siire
1 Ksilen-I 15 dakika
2 Ksilen-II 15 dakika
3 Absolu alkol-I 10 dakika
4 Absolu alkol-Il 10 dakika
5 %96 Alkol 10 dakika
6 %80 Alkol 10 dakika
7 %70 Alkol 10 dakika
%50 Alkol 10 dakika
9 Akarsu 5 dakika
10 Hematoksilen 7-8 dakika
11 Akansu 5 dakika
12 Asit fuksin 5 dakika
13 Distile su 5 dakika
14 Fosfomolibdik asit 5 dakika
15 Preparatlar kurutulur 10-15 dakika
16 Anilin blue 2-5 dakika
17 Distile su 5 dakika
18 %1°1ik asetik asit 2 dakika
19 %50 Alkol 10 dakika
20 %70 Alkol 10 dakika
21 %80 Alkol 10 dakika
22 %96 Alkol 10 dakika
23 Absolu alkol-I 10 dakika
24 Absolu alkol-Il 10 dakika
25 Ksilen-I 15 dakika
26 Ksilen-1I 15 dakika
27 Kapatma




Tablo 3.9. PAS boyama yontemi
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Sira Yapilan islem Siire

1 Ksilen-I 15 dakika
2 Ksilen-II 15 dakika
3 Absolu alkol-I 10 dakika
4 Absolu alkol-Il 10 dakika
5 %96 Alkol 10 dakika
6 %80 Alkol 10 dakika
7 %70 Alkol 10 dakika
8 %50 Alkol 10 dakika
9 Distile su 5 dakika
10 Periodik asit 5 dakika
11 Distile su 5 dakika
12 Schiff ¢ozeltisi 15 dakika
13 Akarsu 5 dakika
14 Hematoksilen 7-8 dakika
15 Akarsu 5 dakika
16 %50 Alkol 10 dakika
17 %70 Alkol 10 dakika
18 %80 Alkol 10 dakika
19 %96 Alkol 10 dakika
20 Absolu alkol-I 10 dakika
21 Absolu alkol-Il 10 dakika
22 Ksilen-I 15 dakika
23 Ksilen-II 15 dakika
24 Kapatma
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3.10.1. Histolojik Degerlendirme

H-E, PAS ve Masson trikrom ile boyanan preparatlarin histolojik degerlendirmesi igin
DP 70 dijital kamera ile donatilmis Olympus BX51 1s1k mikroskobu (Olympus, Tokyo,
Japonya) kullanildi. Hazirlanan preparatlarda, akciger, karaciger ve bobrek dokularina

ait parankima yapilari incelenerek goriintiiler elde edildi.
3.11. Istatistiksel Yontem

MDA, SOD ve CAT verilerin analizi IBM SPSS Statistics 20.0 (IBM Inc., ILL, USA)
ile degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile, varyans
homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Gruplar arasi karsilastirmalar tek yonlii
varyans analizi ve Kruskal-Wallis H testleri ile degerlendirildi. Coklu karsilastirmalar
Tamhan T2 ve Siegel-Castellan testleri ile degerlendirildi. Veriler ortanca ile 25. ve 75.

yiizdelikler olarak ifade edildi. p<0.05 anlamlilik diizeyi kabul edildi.

Comet verilerin analizi, IBM SPSS Statistics 22 (IBM Inc., ILL, USA) paket
programinda degerlendirildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testi
ile incelendi. Gruplar aras1 karsilasgtirmalar Tek Yonlii Varyans Analizi ile yapildi.
Coklu karsilagtirma testi olarak Student-Newman-Keuls yontemi kullanildi. Veriler
ortalama ile standart sapma olarak ifade edildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.



4. BULGULAR

Bu calismada, kontrol grubu hari¢ radyasyon (y-1s1n1) ve radyasyon + antioksidan (y-
1s1n1 + P37, y-1511 + Pys, y-15101 + Pys50, y-15111 + P3g0) gruplarinda olan siganlara total
viicut 1ginlamast seklinde Cobalt-60 teleterapi cihaziyla total doz 900 cGy olacak
sekilde tek doz radyasyon uygulandi.

4.1. Akciger Dokusunda Biyokimyasal Analizler

Akcigerin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak CAT ve SOD aktiviteleri,
lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri 6l¢iildii. Bulgular Tablo
4.1.’de verildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Tablo 4.1. Akciger dokusu gruplarinda doku enzim diizeyleri

MDA — CAT ~SOD
Gruplar nmol/mg protein U/mg protein U/mg protein
Ortanca (%25-%75) | Ortanca (%25-%75) | Ortanca (%25-%75)
Kontrol
0.28 (0.22-0.67) 34.29 (28-43) 0.15 (0.07-0.26)
P
e 0.36 (0.01-0.56) 30.67 (29-37) 0.27 (0.18-0.33)
P
b 0.47 (0.40-0.59) 30 (20-35) 0.22 (0.02-0.30)
P
e 0.11 (0.08-0.39) 33 (31-40) 0.23 (0.14-0.32)
P
. 0.02 (0.008-0.04) 31.57 (24-40) 0.22 (0.13-0.33)
v 0.56 (0.26-0.86) 27 (24-31) 0.17 (0.09-0.22)
y-151n1 + P375
0.12 (0.07-0.24) 30.5 (24.9-37.9) 0.20 (0.18-0.26)
y-15101 + P75
0.09 (0.03-0.3) 34.3 (31-37.9) 0.08 (0.06-0.2)
y-151101 + P59
0.03 (0.02-0.08) 32.3 (26.4-38.9) 0.33 (0.27-0.35)
y-15101 + P3go
0.13 (0.01-0.31) 28.7 (23.2-31.6) 0.24 (0.12-0.30)
P
<0.001 0.239 <0.08

( MDA: Malondialdehit, CAT: Catalaz, SOD: Siiperoksit dismutaz, %25-%75 persentil)
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4.1.1. Akciger Dokusunda MDA Diizeyleri

Akciger dokusunun lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri 6l¢iildii.
MDA diizeyleri Tablo 4.1. ve Sekil 4.1.’de gosterildi. MDA diizeyi kontrol grubu,
antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda sayisal fark olmasina
ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (p=0.067). Sadece kontrol grubu ve P3g
grubu karsilastirildiginda kontrol grubunda kayda deger daha yiiksekti (p<0.030). P3g0
grubu diger antioksidan gruplarla karsilastirildiginda Pspp grubu kayda deger daha
disiiktii (p<0.001). Radyasyon grubu kontrol grubuna gore sayisal daha yiiksek
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p=0.519). Radyasyon grubu,
P1so grubu ve P3go grubu karsilastirildiginda radyasyon grubu diger gruplardan kayda
deger daha yiiksekti (p<0.001). P75 grubu, y-1s1n1 + P75 grubu ve y-1s1n1 + P50 grubu
karsilastirildiginda P7s grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon grubu, y-
1511 + Pisp grubu ve y-1ismm1 + Psgp grubu karsilastirildiginda radyasyon grubu diger

gruplardan kayda deger daha yiiksekti (p<<0.005).
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Sekil 4.1. Akciger dokusu gruplarin doku MDA diizeyleri

4.1.2. Akciger Dokusunda CAT Aktivitesi

Akcigerin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak CAT aktiviteleri 6l¢iildii.
CAT aktiviteleri Tablo 4.1. ve Sekil 4.2.’de gosterildi. Kontrol grubu, antioksidan
gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda
kontrol grubu diger gruplardan sayisal olarak yiiksek olmasina ragmen istatistiksel

kayda deger bir fark bulunmadi (p=0.289). Radyasyon grubu, antioksidan ve radyasyon
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+ antioksidan gruplarla karsilastirildiginda radyasyon grubu diger gruplara gore sayisal
diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak kayda deger bir fark yoktu (p=0.960).
Antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda deger bir fark

bulunmadi (p=1.000).
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Sekil 4.2. Akciger dokusu gruplarin doku CAT aktiviteleri

4.1.3. Akciger Dokusunda SOD Aktivitesi

Akcigerin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak SOD aktiviteleri 6l¢iildii.
SOD aktiviteleri Tablo 4.1. ve Sekil 4.3.’de gosterildi. Kontrol grubu, antioksidan
gruplar, radyasyon ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kontrol
grubu diger gruplara gore daha sayisal olarak diisiik olmasina ragmen kayda deger bir
fark yoktu (p=1.000). Sadece kontrol grubu ve y-isin1 + P75 grubu karsilastirildiginda
kontrol grubunda kayda deger daha yiiksekti (p<0.047). Radyasyon grubu ve antioksidan
gruplar karsilastirildiginda radyasyon grubu diger gruplara gore sayisal daha diisiik
olmasina ragmen istatistiksel kayda deger bir fark bulunmadi (p=1.000). Radyasyon ve
radyasyon + antioksidan gruplardan y-1s1n1 + P15 grubu kayda deger daha yiiksek ve y-
1sin1 + P75 grubu kayda deger daha disiikti (p=0.019). Radyasyon grubu ve diger
radyasyon + antioksidan gruplar karsilastirildiginda radyasyon grubu diger gruplara gore
daha sayisal diisiik olmasina ragmen kayda deger bir fark yoktu (p=1.000). P375 grubu
ve y-ism1 + Pzs grubu karsilagtirildiginda Pszs grubu kayda deger daha yiiksekti
(p<0.044). y-151n1 + P75 ve y-151n1 +P150 grubu karsilastirildiginda y-151n1 + Pzs grubu
kayda deger daha diisiiktii (p<0.002).
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4.2. Karaciger Dokusunda Biyokimyasal Analizler
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Karacigerin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak CAT ve SOD aktiviteleri,

lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri 6l¢iildii. Bulgular Tablo

4.2.de verildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Tablo 4.2. Karaciger dokusu gruplarinda doku enzim diizeyleri

MDA CAT SOD
Gruplar nmol/mg protein U/mg protein U/mg protein
Ortanca (%25-%75) | Ortanca (%25-%75) | Ortanca (%25-%75)

Kontrol 0.19 (0.17-0.21) 84.35 (77-101) 0.20 (0.16-0.24)
Py 0.54 (0.41-0.63) 105 (102-117) 0.25(0.19-0.31)
P75 0.17 (0.09-0.22) 81 (66-109) 0.19 (0.16-0.28)
P1so 0.28 (0.09-0.4) 57 (39-79) 0.26 (0.17-0.30)
Paoo 0.13 (0.04-0.23) 92.4 (67-103) 0.24 (0.19-0.30)
Y-151m1 2.17 (1.4-3.3) 85.8 (67-100) 0.18 (0.15-0.26)
y-1s1n1 + P75 1.21 (0.7-1.3) 66.5 (58-78) 0.16 (0.12-0.19)

y-15111 + P75

1.66 (1.25-2.5)

80 (72-134.6)

0.21 (0.19-0.24)

y-15101 + P15

0.89 (0.84-1.24)

77.17 (67.9-100.7)

0.22 (0.18-0.28)

y-1s1n1 + P3gg

1.3 (1.2-1.6)

93.7 (69.5-115.5)

0.24 (0.18-0.26)

P

<0.001

<0.041

0.213

(MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit dismutaz, %25-%75: persentil)
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4.2.1. Karaciger Dokusunda MDA Diizeyleri

Karaciger dokusunun lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri
Olctildii. MDA diizeyleri Tablo 4.2. ve Sekil 4.4.’de gosterildi. Kontrol grubu, P75 ve
P1s0 gruplarla karsilagtirildiginda daha diistik ve P75 ve P3go gruplarla karsilastirildiginda
sayisal daha yiiksek olmasina ragmen istatistiksel kayda deger bir fark bulunmadi
(p=1.000). Kontrol grubu ve radyasyon + antioksidan gruplari karsilastirildiginda
kontrol grubunda kayda deger daha diistiktii (p<0.003). Kontrol grubu ve radyasyon
grubu karsilastirildiginda kontrol grubunda kayda deger daha diisiiktii (p=0.000).
Radyasyon ve antioksidan gruplar karsilastirildiginda antioksidan grubunda kayda deger
daha dusikti (p=0.006). Radyasyon ve radyasyon + antioksidan gruplar
karsilastirildiginda radyasyon grubunda diger gruplara gore sayisal daha yiiksek
olmasina ragmen kayda deger bir fark yoktu (p=1.000). Radyasyon ve y-isin1 + Pisg
karsilastirildiginda radyasyon grubunda kayda deger daha yiiksekti (p<0.035).
Antioksidan gruplar arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=1.000). y-1511 + P375 grubu,
P75 grubu ve P3go grubu karsilastirildiginda MDA degeri y-1511 + P375 grubunda kayda
deger daha yiiksekti (p=0.014). y-1isin1 + P75 grubu, Piso grubu ve Psgo grubu ile
karsilastirildiginda y-151m1 + P75 grubunda kayda deger daha yiiksekti (p=0.029). Pspo
grubu ve y-1s1n1 + P3gp grubu karsilastirildiginda MDA degeri y-151n1 + P3g9 grubunda
kayda deger daha yiiksekti (p=0.002).
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4.2.2. Karaciger Dokusunda CAT Aktivitesi

Karacigerin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak CAT aktiviteleri dlgiildii.
CAT aktiviteleri Tablo 4.2. ve Sekil 4.5.”de gosterildi. Kontrol grubu, P37 grubu ve P3g
grubu karsilastirildiginda kontrol grubu sayisal daha diisiik; kontrol grubu, P75 grubu ve
P1so grubu Kkarsilastirildiginda kontrol grubu sayisal daha yiiksek olmasina ragmen
istatistiksel kayda deger bir fark yoktu (p=1.000). Kontrol grubu ve radyasyon grubu
karsilastirildiginda kontrol grubu radyasyon grubuna gore sayisal daha diisiik olmasina
ragmen istatistiksel olarak kayda deger fark bulunmadi (p=1.000). P375 grubu, y-1sin1 +
P375 grubu ve Piso grubu karsilastirildiginda P37 5 grubunda kayda deger daha yiiksekti
(p=0.000). P150 grubu ve radyasyon grubu karsilastirildiginda radyasyon grubunda kayda
deger daha yiiksekti (p<0.040). Diger antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar
arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=1.000).
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Sekil 4.5. Karaciger dokusu gruplarin doku CAT aktiviteleri

4.2.3. Karaciger Dokusunda SOD Aktivitesi

Karacigerin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak SOD aktiviteleri dl¢iildii.
SOD aktiviteleri Tablo 4.2. ve Sekil 4.6.’da gosterildi. Kontrol grubu, P37 grubu, Piso
grubu ve Psgo grubu karsilastirildiginda kontrol grubu diger gruplara gore sayisal daha
diisiik, kontrol grubu ve P75 grubu karsilastirildiginda kontrol grubu sayisal daha yiiksek
olmasina ragmen istatistiksel kayda deger fark bulunmadi (p=0.213). Kontrol grubu ve
radyasyon grubu karsilastirildiginda kontrol grubu sayisal daha yiiksek olmasina ragmen

istatistiksel kayda deger fark yoktu (p=0.075). Radyasyon grubu ve antioksidan gruplar
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karsilastirildiginda radyasyon grubu sayisal daha diisilk olmasina ragmen istatistiksel
kayda deger fark bulunmadi (p=0.045). Radyasyon ve radyasyon + antioksidan gruplar
karsilastirildiginda radyasyon grubu sayisal daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel
kayda deger fark yoktu (p=0.059). Radyasyon ve y-isin1 + P375 grubu karsilastirildiginda
radyasyon grubu sayisal daha yiiksek olmasima ragmen istatistiksel kayda deger fark

yoktu (p=0.125). Diger antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda
deger fark bulunmadi (p=0.213).
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4.3. Bobrek Dokusunda Biyokimyasal Analizler

Bobregin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak CAT ve SOD aktiviteleri,

lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri 6lgiildii. Bulgular Tablo

4.3.’de verildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 4.3. Bobrek dokusu gruplarinda doku enzim diizeyleri

MDA CAT SOD
Gruplar nmol/mg protein U/mg protein U/mg protein
Ortanca (%25-%75) | Ortanca (%25-%75) | Ortanca (%25-%75)

Kontrol 0.21 (0.02-0.4) 72.63 (62-86) 0.22 (0.20-0.35)
Pz 0.28 (0.16-0.7) 34.4 (23-52) 0.13 (0.10-0.14)
P7s 0.31 (0.18-0.43) 46.32 (37-57) 0.19 (0.16-0.20)
P1so 0.63 (0.4-0.7) 49 (42-77) 0.26 (0.19-0.30)
Paoo 0.33 (0.27-0.43) 32.6 (29-40) 0.27 (0.17-0.33)
y-1s1n1 1.27 (0.95-1.38) 39.5 (38.9-45) 0.20 (0.20-0.26)

y-151n1 + P37 5

0.26 (0.17-0.38)

38.3 (25.9-44.2)

0.17 (0.17-0.20)

y-15111 + P75

0.20 (0.13-0.33)

58.5 (45.8-68.9)

0.23 (0.16-0.27)

y-15101 + P15

0.33 (0.11-0.5)

40.39 (32.8-43.8)

0.20 (0.15-0.22)

y-15111 + P3gg

0.6 (0.35-0.78)

58.1 (42.8-72)

0.14 (0.13-0.20)

P

<0.008

<0.001

<0.010

(MDA: Malondialdehit, CAT: Katalaz, SOD: Siiperoksit dismutaz, %25-%75: persentil)

4.3.1. Bobrek Dokusunda MDA Diizeyleri

Bobrek dokusunun lipid peroksidasyonunun gostergesi olarak MDA diizeyleri dl¢iildii.
MDA diizeyleri Tablo 4.3. ve Sekil 4.7.’de gosterildi. Kontrol grubu ve P50 grubu
karsilastirildiginda Pisp grubu kontrol grubuna gore kayda deger daha yiiksekti
(p<0.015). Kontrol grubu ve diger antioksidanlar karsilastirildiginda kontrol grubu diger
gruplara gore sayisal daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0.092). Kontrol grubu ve y-1s1n1 + P3gp grubu karsilastirildiginda y-1s1n1 + P3oo grubu
kontrol grubuna gore kayda deger daha yiiksekti (p<0.006). Kontrol grubu ve diger

radyasyon + antioksidan grubu karsilastirildiginda kontrol grubu diger gruplara gore
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sayisal daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktu
(p=1.000). Radyasyon grubu, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon +
antioksidan gruplarla karsilastirildiginda bu gruplara goére radyasyon grubu kayda deger
daha yiiksekti (p<<0.000). P15 grubu, y-1sin1 + P75 grubu, y-1s11 + P75 grubu ve y-1smi1 +
P1s0 grubu karsilastirildiginda P15 grubu diger gruplara gore kayda deger daha ytiksekti
(p<0.009). y-151m1 + P3po grubu, y-ismm1 + P75 grubu ve y-ism1 + Pyso grubu ile
karsilastirildiginda y-1511 + P3go grubu diger gruplara gore kayda deger daha yiiksekti
(p<0.016).
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Kontrol 754 300 A 37.5 AR 150 A+R
37.5A 1504 Radyoterapi 75 A+R 300 A+R
Gruplar

Sekil 4.7. Bobrek dokusu gruplarin doku MDA diizeyleri

4.3.2. Bobrek Dokusunda CAT Aktivitesi

Bobregin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak CAT aktiviteleri olgiildii.
CAT aktiviteleri Tablo 4.3. ve Sekil 4.8.’de gosterildi. Kontrol grubu, antioksidan
gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplar karsilagtirildiginda kontrol
grubunda kayda deger daha yiiksekti (p=0.014). P37 grubu, y-1s1n1 + P75 grubu ve y-1s1m1
+ P3po grubu karsilastirildiginda Pszs grubu diger gruplara gore kayda deger daha
diisiiktii (p<0.009). y-15111 + P75 grubu, Ps7s grubu, Psgo grubu, radyasyon grubu, y-1sini
+ P375 grubu ve y-151n1 + P15 gruplariyla karsilastirildiginda y-151n1 + Pzs grubu diger
gruplardan kayda deger daha yiiksekti (p<0.024). y-isin1 + P15 Ve y-1511 + P3gg grubu
karsilastirildiginda y-151m1 + Pggp grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.032).
Antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda deger bir fark
yoktu (p=0.168).
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Sekil 4.8. Bobrek dokusu gruplarin doku CAT aktiviteleri

4.3.3. Bobrek Dokusunda SOD Aktivitesi

Bobregin oksidan/antioksidan durumunun gostergesi olarak SOD aktiviteleri olgiildii.
SOD aktiviteleri Tablo 4.3. ve Sekil 4.9.’da gosterildi. Kontrol grubu ve P35 grubu
karsilastirildiginda Pszs grubu kontrol grubuna gore kayda deger daha diisiiktii
(p=0.029). Kontrol grubu ve Pss grubu karsilastirildiginda P75 grubu kontrol grubuna
gore daha diisiik, P1so grubu ve Psgo grubu kontrole gore sayisal daha yiiksek olmasina
ragmen istatistiksel kayda deger bir fark yoktu (p=0.316). Kontrol, y-1sin1 + P37 grubu
ve y-1s11 + P3gg grubu karsilastirildiginda kontrol grubu diger gruplara gore kayda deger
daha yiiksekti (p<0.007). Kontrol ve y-is1mm1 + P75 grubu karsilastirildiginda kontrol
grubu daha diislik, y-1511 + P150 grubu karsilastirildiginda kontrol grubu sayisal daha
yiikksek olmasia ragmen istatistiksel kayda deger bir fark yoktu (p=0.192). Kontrol
grubu ve radyasyon grubu karsilastirildiginda radyasyon grubu kontrol grubuna gore
sayisal daha diisiik olmasina ragmen istatistiksel kayda deger bir fark yoktu (p=0.446).
P300 grubu, P375 Ve y-1s1n1 + P37 5 gruplariyla karsilastirildiginda Psg grubu diger gruplara
gore kayda deger daha yiiksekti (p<0.004). Diger antioksidan gruplar, radyasyon ve
radyasyon + antioksidan gruplar arasinda da kayda deger bir fark yoktu (p=1.000).
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Sekil 4.9. Bobrek dokusu gruplarin doku SOD aktiviteleri

4.4. DNA Hasar Tayini (Comet Assay)

Yapilan ¢alismada akciger, karaciger ve bobrek doku DNA’sinda meydana gelen tek ve
cift iplik kirilmalarini belirlemek i¢in nétral comet teknigi kullanildi. Bas uzunlugu
(length head), kuyruk uzunlugu (length tail), comet uzunlugu (length comet), basta %
DNA (head DNA), kuyrukta % DNA (tail DNA), kuyruk momenti (tail moment) ve
olive tail moment (OTM) parametreleri CASP (Comet Assay Software Project-1.2.2)
kullanilarak analiz edildi. Hasar hiicre basindan go¢ etmis, comete neden olan kirilmis
DNA kuyrugundan belirlendi, kuyruklu hasarli, kuyruksuz hasar gormemis olarak
diistiniildii (170, 171).

Siganlarin tlim viicut gama radyasyonuna maruz kalmasi akciger, karaciger ve bobrek
dokularinda comet parametrelerinde (L head, L tail, L comet, tail DNA, TM ve OTM

paremetrelerinde) artma gozlendi ve hiicresel DNA hasariyla sonuglandi.
4.4.1. Akciger Dokusunda DNA Hasar Tayini

Akciger dokusu gruplar arast hiicresel DNA hasar degerleri Tablo 4.4.’de verildi.
Sicanlarin tiim viicut gama radyasyonuna maruz kalmasi akciger dokularinda hiicresel
DNA hasartyla sonuglandi ve kontrol grubuna gore diger gruplarin comet

parametrelerinde artma gozlendi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Tablo 4.4. Akciger dokusu gruplar arast DNA hasar dlgiileri

Gruplar L Head L Tail L Comet | HeadDNA | TailDNA ™ OT™M
+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD
Kontrol 1415+24 | 12.8+10 | 154.9+29 | 984 +1 1.5+1 02+1 (061
Pi75 162.6+21 | 324+16 | 195+32 952 +2 4.7+2 1.8+£2 |33x2
P 187.7+23 | 742+26 | 261.9+37 | 87.9+5 12+5 98+7 | 11.5+6
P1so 167.5+22 | 95+30 262644 | 83.9+5 16 £5 164+9 | 1547
P30 179.4 £27 | 103.8433 | 284 +£49 81.7+5 18+5 20+ 11 | 18+7
y-18111 217.5+38 | 142.5463 | 360.4 £ 83 | 782+ 10 21.6+9 36 £28 | 27.7£ 16

y-1s1n1 + Pay5 | 189.9+£33 | 119+43 | 309 + 66 81.6+6 182+6 23+14 | 199+9

y-igm + Prs | 180.8 22 | 96.8£26 | 277.6+43 | 84.7+3 15+3 15+7 15+5
y-1sm1 + Pygy | 183.2+24 | 56.8£25 | 238 £45 91.7+4 82+4 55+4 |75+4
y-1m1 + Py | 179.7+£25 [ 50.5+£20 [ 230+£38 | 92.5+3 7.6+3 42+3 [64+3
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 | <0.001

(L Head: Bas uzunlugu, L Tail: Kuyruk uzunlugu, L Comet: Comet uzunlugu, Head DNA: Basta
%DNA, Tail DNA: Kuyrukta %DNA, TM: Kuyruk momenti, OTM: Olive tail moment, SD: Standart
sapma)

4.4.1.1. Akciger Dokusu L Head Degeri

Akciger dokusu L head degerleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.10.’da gosterildi. Akciger L head
degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol grubu,
antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilagtirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiiktii (p<0.001). Radyasyon
grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda
radyasyon grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Antioksidanlar ve radyasyon +

antioksidanlar arasinda anlamli fark bulundu (p<0.001).
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Sekil 4.10. Akciger dokusu gruplar arasi length head (bas uzunlugu) degerleri, ortalama
+ standart sapma

4.4.1.2. Akciger Dokusu L Tail Degeri

Akciger L tail degerleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.11.’de gosterildi. Akciger dokusu L tail
degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol grubu,
antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kontrol grubunda kayda deger daha diisiiktii (p<0.001). Radyasyon
grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda
radyasyon grubunda kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Antioksidan gruplar ve

radyasyon + antioksidan gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.11. Akciger dokusu gruplar arasi length tail (kuyruk uzunlugu) degerleri, ortalama +
standart sapma
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4.4.1.3. Akciger Dokusu L. Comet Degeri

Akciger L comet degerleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.12.’de gosterildi. Akciger dokusu L
comet degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gézlendi (p<0.001). Kontrol
grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kayda deger daha diisiiktii (p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda deger daha
yiiksekti (p<0.001).  Antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan grupla
karsilastirildiginda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.12. Akciger dokusu gruplar arasi length comet (comet uzunlugu) degerleri, ortalama +
standart sapma

4.4.1.4. Akciger Dokusu Head DNA Degeri

Akciger Head DNA degerleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.13.’de gosterildi. Akciger dokusu
head DNA degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001).
Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan
gruplarla karsilagtirildiginda kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon grubu,
antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda
deger daha diisiiktii (p<0.001). fy-151m1 + P375 grubu ve Psg grubu karsilastirildiginda
gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu (p=0.610). Diger antioksidan ve radyasyon +
antioksidan gruplar karsilastirildiginda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.13. Akciger dokusu gruplar aras1 head DNA (basta %DNA) degerleri, ortalama +
standart sapma

4.4.1.5. Akciger Dokusu Tail DNA Degeri

Akciger tail DNA degerleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.14.’de gosterildi. Akciger dokusu tail
DNA degerlerinde gruplar arasinda (Sekil 4.15.) kayda deger bir fark goézlendi
(p<0.001). Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon +
antioksidan gruplar karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiikti
(p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar
karsilastirildiginda radyasyon grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). y-1s1n1 + P375
grubu ve Psp grubu Kkarsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu
(p=0.396). Diger antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda deger
fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.14. Akciger dokusu gruplar arasi tail DNA (kuyruk %DNA) degerleri, ortalama +
standart sapma

Sekil 4.15. Akciger doku hiicreleri, A) Kontrol grubu tail DNA %1.5, B) y-1s1n1 grubu tail
DNA %21.6 C) y-151n1 + P3o0 grubu tail DNA %7.6 (Ethidium bromide boyama x200,
Olympus, Japan)
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4.4.1.6. Akciger Dokusu Tail Moment Degeri

Akciger tail moment degerleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.16.’da gosterildi. Akciger dokusu
tail moment degerlerinde gruplar arasinda (Sekil 4.16.) kayda deger bir fark gozlendi
(p<0.001). Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon +
antioksidan grubu karsilagtirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiiktii
(p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan grubu
karsilastirildiginda radyasyon grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). y-151n1 + P75
grubu ve Piso grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark yoktu
(p=0.120). y-151m1 + P350 grubu ve y-ismm1 + Psoe grubu karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamli bir fark yoktu (p=0.083). Diger antioksidan ve radyasyon +
antioksidan gruplar arasinda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.16. Akciger dokusu gruplar arasi tail moment (kuyruk moment) degerleri, ortalama +
standart sapma

4.4.1.7. Akciger Dokusu Olive Tail Moment Degeri

Akciger olive tail moment degerleri Tablo 4.4. ve Sekil 4.17.’de gosterildi. Akciger
dokusu olive tail moment degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi
(p<0.001). Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon +
antioksidan gruplar karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiiktii
(p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar
karsilastirildiginda radyasyon grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda
deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.17. Akciger dokusu gruplar arasi Olive tail moment (OTM) degerleri, ortalama +
standart sapma

4.4.2. Karaciger Dokusunda DNA Hasar Tayini

Karaciger dokusu gruplar arast DNA hasar degerleri Tablo 4.5.’de verildi. Siganlarin

tim viicut gama radyasyonuna maruz kalmasi karaciger dokularinda hiicresel DNA

hasariyla sonuc¢landi ve kontrol grubuna gore diger gruplarin comet parametrelerinde

artma gozlendi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 4.5. Karaciger dokusu gruplar aras1t DNA hasar 6l¢iileri

Gruplar L Head L Tail L Comet | HeadDNA | TailDNA ™ OTM
+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD
Kontrol 160.6+40 | 17.6 £ | 1783+48 | 983+ 1 1.7+1 03+1 09+1
Pa37s 165.2+32 ?5-34 + | 215743 | 92+£2 7.8+£2 4+£2 58+2
Ps 156.4+32 %(153 + | 227.8+47 | 88.3+4 11.6+4 8.9+5 9.6+5
P1so 192.8+£33 535 + | 292.3+51 | 85.2+4 14.7+3 157 149+5
P300 167.9+41 ??)8.5i3 276.5+ 65 | 80.3+6 19.6 + 6 222+11 | 18£8
Y-151n1 172 +£25 E1393 +56 | 3654+ 57 | 67.1+10 32.8+10 67.9+38 | 41.9+17
y-1s1n1 + Pgy5 | 146 =18 | 202 +£47 | 393.8+56 | 71.9+6 283+7 584+23 | 379+11
y-smi + Pys | 179.8424 | 148.4+4 | 3285+ 52 | 77+ 6 229+5 359+18 | 26.6+10
y-1s1n1 + Pigy | 162.7424 11%05.6ﬂ:3 268.4+46 | 81.8+4 18+ 4 199+9 16.8+5
y-131n1 + P3gy | 160.9£28 él.S + | 242.7£50 | 83.6+t4 16.4+4 139+7 12+5
p <0.001 58.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

(L Head: Bas uzunlugu, L Tail: Kuyruk uzunlugu, L. Comet: Comet uzunlugu, Head DNA: Basta %DNA,
Tail DNA: Kuyrukta %DNA, TM: Kuyruk momenti, OTM: Olive tail moment, SD: Standart sapma)
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4.4.2.1. Karaciger Dokusu L. Head Degeri

Karaciger L head degerleri Tablo 4.5. ve Sekil 4.18.’de gosterildi. Karaciger dokusu L
head degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gézlendi (p<0.001). Kontrol
grubu ve antioksidan gruplar karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha
diisiiktii (p<0.001). Kontrol grubu ve y-1sin1 + Ps75 grubu karsilastirildiginda L head
degeri y-151m1 + P375 grubunda kontrole gore kayda deger daha disiiktii (p<0.001).
Kontrol grubu, y-is1m1 + P75 grubu, y-1s1m1 + Piso grubu ve y-1is1m1 + Psg grubu ile
karsilagtirildiginda kontrol kayda deger daha disiiktii (p<0.001). Kontrol grubu ve
radyasyon grubu karsilastirildiginda radyasyon grubu kontrol grubuna gore kayda deger
artmistt (p<0.001). Radyasyon grubu, Ps;s grubu, P;s grubu ve Psg grubu ile
karsilastirildiginda y-151m1 grubunda kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon
grubu ve P15 grubu karsilastirildiginda L head degeri radyasyon grubunda kayda deger
daha disiiktii (p<0.001). Radyasyon grubu, y-1s1n1 + P375 grubu, y-1sm1 + Pyso grubu ve
y-1s11 + P3go grubu ile karsilastirildiginda L head degeri radyasyon grubunda kayda
deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon grubu ve y-1is5tmi + Pz grubu
karsilagtirildiginda L head degeri radyasyon grubunda kayda deger azalmist1 (p<0.001).

Antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda anlamli fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.18. Karaciger dokusu gruplar arasi length head (bas uzunlugu) degerleri, ortalama =
standart sapma
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4.4.2.2. Karaciger Dokusu L Tail Degeri

Karaciger L tail degeri Tablo 4.5. ve Sekil 4.19.’da gosterildi. Karaciger dokusu L tail
degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol grubu,
antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiikti (p<0.001). Radyasyon
grubu, antioksidan gruplarla karsilastirildiginda radyasyon grubu kayda deger daha
yiiksekti (p<0.001). Radyasyon grubu ve y-1s1n1 + P375 grubu Karsilastirildiginda L tail
degeri radyasyon grubunda kayda deger daha distiktii (p<0.001). Radyasyon grubu, y-
151+ Ps grubu, y-1s1m1 + Piso grubu ve y-1sim1 + Pggo grubu (81.8 + 26) ile
karsilagtirildiginda L tail degeri radyasyon grubunda kayda deger daha yiiksekti
(p<0.001). y-151m1 + P150 grubu ve Pzo grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda
deger bir fark yoktu (p=0.179). Diger antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar
arasinda kayda deger bir fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.19. Karaciger dokusu gruplar arasi length tail (kuyruk uzunlugu) degerleri, ortalama +
standart sapma

4.4.2 3. Karaciger Dokusu L. Comet Degeri

Karaciger L comet degeri Tablo 4.5. ve Sekil 4.20.’de gosterildi. Karaciger dokusu L
comet degerlerinde (Sekil 4.25.) gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi
(p<0.001). Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon +
antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiiktii
(p<0.001). Radyasyon grubu ve antioksidan gruplar karsilastirildiginda radyasyon grubu
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kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon grubu ve y-istm1 + Pszs grubu
karsilastirildiginda L comet degeri radyasyon grubunda kayda deger daha disiiktii
(p<0.001). Radyasyon grubu ve y-isint + Ps75 grubu karsilastirildiginda radyasyon
grubunda kayda deger daha diisiiktii (p<0.001). Radyasyon grubu, y-1sin1 + P75 grubu, y-
1511 + Pisp grubu, ve y-1smm1 + Psoo grubu ile karsilastirildiginda radyasyon grubunda
kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar
karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.20. Karaciger dokusu gruplar aras1 Length Comet (comet uzunlugu) degerleri, ortalama
+ standart sapma

4.4.2.4. Karaciger Dokusu Head DNA Degeri

Karaciger head DNA Tablo 4.5. de ve Sekil 4.21.’de gosterildi. Karaciger dokusu head
DNA degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol
grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon
grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda
radyasyon grubu kayda deger daha diisiiktii (p<0.001). Antioksidan gruplar ve radyasyon
+ antioksidan gruplar arasinda kayda deger bir fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.21. Karaciger dokusu gruplar arasi head DNA (bas DNA) degerleri, ortalama + standart
sapma

4.4.2.5. Karaciger Dokusu Tail DNA Degeri

Karaciger dokusu tail DNA degeri Tablo 4.5. ve Sekil 4.22.°de gosterildi. Karaciger
dokusu tail DNA degerlerinde gruplar arasinda (Sekil 4.23.) kayda deger bir fark
gozlendi (p<0.001). Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon
+ antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiiktii
(p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda radyasyon grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda deger bir fark vardi

(p<0.001).
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Sekil 4.22. Karaciger dokusu gruplar arasi tail DNA (kuyruk DNA) degerleri, ortalama =+
standart sapma

Sekil 4.23. Karaciger hiicreleri A) Kontrol grubu tail DNA %1.7, B) y-1s1n1 grubu tail DNA
%32.8, C) y-151n1 + P3qo grubu tail DNA %16.4 (Ethidium bromide boyama x200, Olympus,
Japan)
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4.4.2.6. Karaciger Dokusu Tail Moment Degeri

Karaciger tail moment degeri Tablo 4.5. ve Sekil 4.24.’de gosterildi. Karaciger dokusu
tail moment degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark goézlendi (p<0.001).
Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan
gruplarla karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha disiiktii (p<0.001).
Radyasyon grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda radyasyon grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). P150 grubu ve
y-1s1n1 + P3gp grubu ile karsilastirildiginda tail moment degerinde kayda deger bir fark
yoktu (p=0.258). Diger antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda
deger bir fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.24. Karaciger dokusu gruplar arasi tail moment (TM) degerleri, ortalama =+ standart
sapma

4.4.2.7. Karaciger Dokusu Olive Tail Moment Degeri

Karaciger olive tail moment degerleri Tablo 4.5. ve Sekil 4.25.’de gosterildi. Karaciger
dokusu olive tail moment degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi
(p<0.001). Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon +
antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kontrol grubu kayda deger daha diisiikti
(p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda radyasyon grubu kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda deger bir fark vardi

(p<0.001).
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Sekil 4.25. Karaciger dokusu gruplar arasi olive tail moment (OTM) degerleri, ortalama +

standart sapma

4.4.3. Bobrek Dokusunda DNA Hasar Tayini

Bobrek dokusu gruplar arasi hiicresel DNA hasar degerleri Tablo 4.6.’da verildi.

Sicanlarin tiim viicut gama radyasyonuna maruz kalmasi bobrek dokularinda hiicresel

DNA hasaryla

sonuglandi

ve kontrol grubuna gore diger gruplarin comet

parametrelerinde artma gozlendi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 4.6. Bobrek dokusu gruplar arast DNA hasar 6lgiileri

Gruplar Tail

L Head L Tail L Comet | HeadDNA DNA ™ OT™M

+SD +SD +SD +SD +SD +SD +SD

Kontrol 123.6£23 | 12.5+13 | 136.4+32 | 98.4+4 1.5+1 03=+1 07+1
P37s 142.3+29 | 50.8 £41 | 193 +58 91.5+£8 84+£8 7.1£10 6.5+8
Pss 117.9+£29 | 52.2+38 | 169+ 60 904 +7 95+7 7.1+£10 67
P1so 160.8+35 | 90.8 £27 | 251.6+£54 | 83.8+5 16+£5 15+8 13.7+6
P300 146 + 21 112.3£94 | 258.5+42 | 79.2+£5 20.7+5 244+12 | 17+6
Y-151n1 157.6£ 46 | 205.9£ 93 | 363+125 63.8+ 11 36.2+10 | 8152 46 + 24
yisini+ Pays | 148.5527 [ 115+£43 | 263.6+58 | 78.6£8 212+8 |[266+20 | 19.2+10
y-asm1 +P g5 | 157.4+£25 | 111.2+£45 | 268.6 £ 56 | 80.8 +6 19+6 234+15 | 17.9+9
yismi+ Py | 16623 [ 96.9£35 [263+45 |[829+5 169+5 [ 17711 |16+38
Y111 +P g9 | 141.3£26 | 68.6 £29 | 209.9+46 | 85.9+5 14+5 10+ 6 10.5+5
p <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

(L Head: Bas uzunlugu, L Tail: Kuyruk uzunlugu, L Comet: Comet uzunlugu, Head DNA: Basta %DNA,
Tail DNA: Kuyrukta %DNA, TM: Kuyruk momenti, OTM: Olive tail moment, SD: Standart sapma)
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4.4.3.1. Bobrek Dokusu L. Head Degeri

Bobrek dokusu L head degerleri Tablo 4.6. ve Sekil 4.26.’da gosterildi. Bobrek dokusu
L head degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol
grubu, Ps75 grubu, Piso grubu ve Psg grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubunda
kayda deger daha disiiktii (p<0.001). Kontrol grubu ve Pss grubu karsilastirildiginda
degeri kontrol grubunda kayda deger daha distiktii (p=0.002). Kontrol grubu, radyasyon
grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kontrol grubu kayda
deger daha diisiiktii (p<0.001). Radyasyon grubu, P35 grubu, P7s grubu ve Pso grubu ile
karsilastirildiginda L head degeri y-151n1 grubunda kayda deger daha yiiksekti (p<0.001).
y-1s11 grubu ve Pisp grubu karsilagtirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark
yoktu (p=0.090). Radyasyon grubu ve y-isin1 + P375 grubu karsilagtirildiginda L head
degeri radyasyon grubunda kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon grubu ve y-
1sin1 + Pzs grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark yoktu
(p=0.888). Radyasyon grubu ve y-1sin1 + P150 grubu karsilastirildiginda L head degeri y-
1511 grubunda kayda deger daha diisiiktii (p<0.001). Radyasyon grubu ve y-1sin1 + P3gq
grubu ile karsilastirildiginda L head degeri y-151n1 grubunda kayda deger daha yiiksekti
(p<0.001). Antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar arasinda kayda deger bir
fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.26. Bobrek dokusu gruplar arasi length Head (bas uzunlugu) degerleri, ortalama +
standart sapma
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4.4.3.2. Bobrek Dokusu L Tail Degeri

Bobrek L tail degerleri Tablo 4.6. ve Sekil 4.27.’de gosterildi. Bobrek dokusu L tail
degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol grubu,
antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kayda deger daha diistiktii (p<<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda deger daha
yiiksekti (p<0.001). P375 grubu ve P75 grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda
deger bir fark yoktu (p=0.607). y-1s1n1 + P375 grubu ve P3g grubu karsilastirildiginda
gruplar arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.342). Diger antioksidan ve radyasyon +
antioksidan gruplar karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark vardi

(p<0.001).
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Sekil 4.27. Bobrek dokusu gruplar arasi length tail (kuyruk uzunlugu) degerleri, ortalama +
standart sapma

4.4.3.3. Bobrek Dokusu L Comet Degeri

Bobrek dokusu L comet degeri Tablo 4.6. ve Sekil 4.28.°de gosterildi. Bobrek dokusu L
comet degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol
grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilagtirildiginda kayda deger daha diistiktii (p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda deger daha
yiiksekti (p<0.001). y-isimm1 + Ps3z5 grubu ve Psgp grubu karsilastirildiginda gruplar
arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.404). y-151n1 + P37.5 grubu ve y-1s1n1 + P75 grubu
karsilagtirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.202). y-151n1 + P375
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grubu ve y-1s11 + Pyso grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark
yoktu (p=0.918). y-1s1n1 + P75 grubu ve Psoo grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda
kayda deger bir fark yoktu (p=0.051). Diger antioksidan ve radyasyon + antioksidan
gruplar arasinda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.28. Bobrek dokusu gruplar arasi length comet (comet uzunlugu) degerleri, ortalama =+
standart sapma

4.4.3.4. Bobrek Dokusu Head DNA Degeri

Bobrek head DNA degeri Tablo 4.6. ve Sekil 4.29.’da gosterildi. Bobrek dokusu head
DNA degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gozlendi (p<0.001). Kontrol
grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda deger daha
diisiiktic (p<0.001). y-151m1 + P375 grubu ve Psgp grubu karsilastirildiginda gruplar
arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.963). y-1s1n1 + P375 grubu ve y-1sin1 + Pisg
grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.938). y-1s1m1
+ P150 grubu ve y-1sm1 + P3gp grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir
fark yoktu (p = 0.970). Diger antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar
arasinda kayda deger bir fark vardi (p<0.001).
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Bobrek Head DNA
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Sekil 4.29. Bobrek dokusu gruplar arast head DNA (bas DNA) degerleri, ortalama + standart
sapma

4.4.3.5. Bobrek Dokusu Tail DNA Degeri

Bobrek tail DNA degeri Tablo 4.6. ve Sekil 4.30.’da gosterildi. Bobrek dokusu tail
DNA degerlerinde gruplar arasinda (Sekil 4.31.) kayda deger bir fark goézlendi
(p<0.001). Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon +
antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda deger daha disiiktii (p<0.001).
Radyasyon grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kayda deger daha yiiksekti (p<0.001). y-1s1n1 + P375 grubu ve Psp
grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.238). P1s0
grubu ve y-1511 + P15p grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark
yoktu (p=0.058). Diger antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.30. Bobrek dokusu gruplar arasi tail DNA (kuyruk DNA) degerleri, ortalama +
standart sapma

Sekil 4.31. Bobrek doku hiicreleri A) Kontrol grubu tail DNA %1.5 B) y-1s1n1 grubu tail
DNA %36.2, y-1s1n1 + P30 grubu tail DNA %214 (Ethidium bromide boyama x200, Olympus,
Japan)
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4.4.3.6. Bobrek Dokusu Tail Moment Degeri

Bobrek tail moment degeri Tablo 4.6. ve Sekil 4.32.’de gosterildi. Bébrek dokusu tail
moment degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gézlendi (p<0.001). Kontrol
grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplarla
karsilastirildiginda kayda deger daha diistiktii (p<0.001). Radyasyon grubu, antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda deger daha
yiksekti (p<0.001). y-is51m1 + Pszs grubu ve Pz grubu karsilastirildiginda gruplar
arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.085). y-151m1 + P75 grubu ve Psp grubu
karsilastirildiginda gruplar arasinda kayda deger bir fark yoktu (p=0.423). Diger
antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar karsilagtirildiginda gruplar
arasinda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.32. Bobrek dokusu gruplar arasi tail moment (TM) degerleri, ortalama + standart sapma

4.4.3.7. Bobrek Dokusu Olive Tail Moment Degeri

Bobrek olive tail moment degeri Tablo 4.6. ve Sekil 4.33.’de gosterildi. Bobrek dokusu
olive tail moment degerlerinde gruplar arasinda kayda deger bir fark gézlendi (p<0.001).
Kontrol grubu, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan
gruplarla karsilastirildiginda kayda deger daha diisiiktii (p<<0.001). Radyasyon grubu,
antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplarla karsilastirildiginda kayda
deger daha yiiksekti (p<0.001). y-isin1 + P75 grubu ve Psgo grubu karsilastirildiginda
kayda deger bir fark yoktu (p=0.247). y-1isim1 + Piso grubu ve Psp grubu
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karsilastirildiginda olive tail moment degerinde kayda deger bir fark yoktu (p=0.105).
Diger antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplar karsilastirildiginda gruplar

arasinda kayda deger fark vardi (p<0.001).
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Sekil 4.33. Bobrek dokusu gruplar arasi olive tail moment (OTM) degerleri, ortalama + standart
sapma

4.5. Histo-Patolojik Degerlendirme

Yapilan deney sonucunda, sicanlardan alman karaciger ve akciger dokularina
hematoksilen-eozin ve Masson trikrom, bobrek dokularina ise ek olarak periodik asit
Schiff boyama metodlar1 uygulandi. Histo-patolojik degerlendirmeler sonucunda
radyasyon ve antioksidan uygulanmayan kontrol gruplarina ait dokular kendi normal
histolojik doku 6zelliklerini gosterirken, radyasyon uygulanan dokularda basta vaskiiler

ve interstisyel hemoraji alanlar1 olmak iizere ¢esitli hiicresel hasarlar gézlendi.
4.5.1. Akciger Dokusunda Histo-patolojik Degerlendirme

Kontrol grubuna ait sicanlarin akcigerleri normal histolojik goriiniime sahipti (Sekil
4.34.) Akciger alveolar epiteli hava ile direkt temasta olan bolgedir. Bu gruba ait akciger
parankimasinda diizgiin goriiniimlii tek kath yassi epiteli ile alveoler keseler ile birlikte
terminal ve respiratuvar bronsioller ile kan damarlari da belirgin olarak

secilebilmekteydi.



Sadece radyasyon uygulanan gruba (y-isin1) ait akciger dokulari histolojik olarak
incelendiginde, akciger parankimasinda artan 6dem, alveoler duvarlarin kalinlagmasi,
vaskiiler ve interstisyel hemoraji gozlendi (Sekil 4.35.). Hemoraji hem alveoler yiizey
tizerinde hem de interstisyel bag dokusunda belirgindi. Mevcut ¢alismada, akcigerlerin

radyasyona duyarli oldugu ve 900 cGy radyasyon uygulamasi sonucunda akcigerlerde

6dem ve hemoraji gozlendi.

Sekil 4.34. Kontrol grubu akciger doku kesiti A) H&E boyama x400, B) Masson trikrom
boyama x400 (Olympus, BX51, Japan)

Sekil 4.35. y-131m1 grubu akciger doku kesiti A) H&E boyama x400, B) Masson trikrom
boyama x400 (Olympus, BX51, Japan)

Farkli dozlarda sadece pycnogenol uygulanan gruplarda (Ps7s, P75, P1so, P3oo) kontrol
grubundan farkli olarak alveoler keselerde ve bag dokusu alanlarinda radyasyon grubuna
benzer hemoraji alanlari gozlendi. Bu kanama bdlgeleri antioksidanin dozuna baglh

olarak artmisti. Yalniz hiicresel hasar ya da 6dem antioksidan gruplarinda goriilmedi.
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Radyasyon oncesi 37,5 mg/kg, 75 mg/kg ve 150 mg/kg pycnogenol uygulanan
gruplarda (y-isin1 + Ps7s, y-151m1 + P7s, y-151m1 + Pisg) akciger dokusu {izerinde
radyasyonun olusturdugu hasara karsi antioksidanin koruyucu ozelligi gozlenmedi.
Radyasyon 6ncesi 300 mg/kg pycnogenol uygulanan grupta (y-1sin1 + P3go) hemoraji ve
6demin bolgelerinde azalma goriildii (Sekil 4.36.).

200 yim

Sekil 4.36. y-151n1 + P3qo grubu akciger doku kesiti A) H&E boyama x400, B) Masson trikrom
boyama x400 (Olympus, BX51, Japan)

4.5.2. Karaciger Dokusunda Histo-patolojik Degerlendirme

Degerlendirmeler sonucunda kontrol grubuna ait karaciger dokulari normal parankimal
yap1 Ozellikleri sergiledi (Sekil 4.37. A ). Lobiiller igerisinde vena centralis etrafinda
1smsal tarzda dizilmis karaciger hiicreleri (hepatositler) yer almaktadir. Hepatositler
etrafinda karaciger siniizoidleri gézlenmektedir. Portal alanlarda ise, bag dokusu icinde

yer alan hepatik arter, portal ven ve safra kanali tigliisii yer almaktadir.

Sadece radyasyon uygulanan gruplara (y-isin1) ait karaciger kesitleri incelendiginde
kontrol grubundan farkli olarak, yogun vaskiiler sinuzoidal hemoraji ile birlikte,
eritrositlerin sikigsarak sinuzoidleri doldurmus oldugu goézlendi. Radyasyon uygulanan
biitiin deney gruplarinda, nekrotik hepatositlerin bulundugu alanlar ve sismis
hepatositler gozlendi (Sekil 4.37. B). Ayrica vena centralisten 1sinsal tarzda uzanan

siniislerde belirgin genisleme vardi.
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100 ym

Sekil 4.37. Karaciger doku kesiti A) Kontrol grubu, B) y-151n1 grubu, C) y-151n1 + P3g grubu,
H&E boyama x400 (Olympus, BX51, Japan

Farkli dozlarda sadece pycnogenol uygulanan gruplarda (Ps7s, P7s, P1so, P3go) kontrol
grubuna ait karaciger dokusunun histolojik 6zelliklerine benzer 6zellik gosterdikleri
bulundu. Pycnogenol, karaciger parankimasi iizerinde herhangi bir olumsuz etki

gostermedi.

Radyasyon oncesi farkli dozlarda antioksidan uygulanan gruplarda (y-1sin1 + P37 5, y-151n1
+ P75, y-15111 + P15, y-15111 + P3gp) radyasyonun karaciger dokusu tizerinde olusturdugu
olumsuz etkilere kars1 diisiik doz (37.5 mg /kg, 75 mg/ kg) pycnogenoliin herhangi bir
koruyucu etkisi goriilmedi. Radyasyon oncesi 150 mg/kg pycnogenol uygulanan deney
grubuna (y-1s1m1 + Pis0) ait karaciger dokusunda, pycnogenoliin radyasyonun zararli
etkilerine karst olumlu bir etkiye sahip oldugu goriiliirken, en iyi koruyucu etkinin
radyasyon oncesi 300 mg/kg pycnogenol verilen grupta (y-1s1n1 + P3og) oldugu gozlendi.
Radyasyonun karaciger dokusu iizerine olusturdugu olumsuz histo-patolojik etkinin,
radyasyon oOncesi 300 mg/kg pycnogenol verilen deney grubunda (y-ism1 + Psgp)
azaldig1 ve karaciger parankimasimmin normal karaciger dokusu goriinlimiine yakin

oldugu gozlendi (Sekil 4.37. C).
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4.5.3. Bobrek Dokusunda Histo-patolojik Degerlendirme

Kontrol grubuna ait bobrek dokulart parankimasinda bobrek cisimcikleri (renal
korpuskiilleri), proksimal ve distal kivrintili tiibiiller, peritiibiiler kapillerler ve medullar
isinlar diizgiin  yerlesimliydi (Sekil 4.38.A). Radyasyon uygulanmayan bu grupta,

glomeriiller ve tiibiiller normal histolojik 6zellik gosterdiler.

Sekil 4.38. Bobrek doku ksiti A) Kontrol grubu, B) y-1s1n1 grubu, C) y-151n1 + P390 grubu,
H&E boyama x400 (Olympus, BX51, Japan)

Radyasyon uygulamasi yapilan grubun (y-151n1) bobrek dokusu histolojik olarak
incelendiginde, kontrol grubuna gore son derece Onemli ve anlamli dejereneratif
degisiklikler gosterdigi gozlendi. Radyasyon grubuna ait bobrek dokularinin histo-
patolojik incelenmesinde, hem interstisyel bag dokusu alanlarinda hem de renal
korpuskiillerin  glomeriillerinde belirgin hemoraji incelendi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, tiibiil hiicrelerinde de belirgin hasar mevcuttu. Bobregin histo-

patolojik incelenmesinde tiibiillerde ve glomeriillerde belirgin degisikliklerin oldugu
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gozlendi. Tubiillerde ve interstisyel dokuda erken degisiklikler dikkati ¢ekti. Hiicresel
hasara neden oldugu gozlendi (Sekil 4.38. B).

Farkli dozlarda sadece pycnogenol uygulanan gruplarda (Ps7s, P7s, P1so, P3oo) kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, tiibiil hiicrelerinde belirgin hasar mevcuttu. Bobregin
histo-patolojik incelenmesinde radyasyon grubuna benzer, tiibiillerde ve glomeriillerde
belirgin degisikliklerin oldugu gozlendi, bu hasar verilen antioksidan miktariyla

artmaktaydi.

Farkli dozlarda pycnogenol ve radyasyon (y-isin1 + P37, y-151n1 + P75, y-15101 + P50, V-
1511 + P3gp) uygulanan gruplardan 37.5 mg/kg ve 75mg/kg pycnogenoliin radyasyon
tizerine herhangi bir koruyucu etkisi goriilmedi. Radyasyon oncesi 150 mg/kg
pycnogenol uygulanan deney grubuna (y-1s1m1 + Pigo) ait bobrek dokusunda,
pycnogenoliin radyasyonun zararli etkilerine karsi olumlu bir etkiye sahip oldugu
goriiliirken, en iyl koruyucu etkinin radyasyon oncesi 300 mg/kg pycnogenol verilen
grupta (y-1s1n1 + P3p0) oldugu gozlendi. Radyasyonun bobrek dokusu iizerine
olusturdugu olumsuz histo-patolojik etkinin, radyasyon 6ncesi 300 mg/kg pycnogenol
verilen deney grubunda azaldigi ve bdbrek parankimasinin normal bobrek dokusu

goriiniimiine yakin oldugu gozlendi (Sekil 4.38. C).



5. TARTISMA

Iyonize radyasyonun saldirisindan canli sistemleri koruma radyasyon biyolojisinde en
biiyilk 6nemi tagimaktadir. Niikleer savaslarda, niikleer kazlarda ve niikleer saldirilarda
bunun 6zel bir 6nemi vardir. Radyasyondan korunma, kanser radyoterapisinde de
kanserli hiicreleri yiiksek doz radyasyona maruz birakirken normal hiicrelerin

korunmasinda 6nemlidir (113, 172).

Radyoterapide amag¢ normal ¢evre dokulara minimum hasar verirken tiimore sitotoksik
dozu vermektir. Hedef hiicre ya da dokularda hasar olusturmak igin iyonize radyasyon
kullanilir. Iyonize radyasyon, cogu tiimoriin tedavisinde etkili olup tiim kanserli
hastalarin yaklasik %60’1inda tedavinin bir pargasidir (1). Bununla beraber iyonize
radyasyon, normal dokularda da yan etkilere neden olabilir. Radyoterapi dozu arttikga,
lokal tiimor kontrolii artarken, normal dokunun zarar gérmesi ihtimali de artar. Elde

edilen en iyi tiimor kontrolii, normal dokunun radyoterapiye toleransina baghdir (2, 3).

Iyonize radyasyonun molekiiler diizeydeki etkileri direkt veya indirekt yolla olur. Direkt
yolda, degisiklige ugrayan molekiil dogrudan dogruya iyonize radyasyona maruz kalir ve
uyarilmis duruma gecer. Radyasyonun direkt etkisi biyolojik etkinin bir bdliimiinden
(1/3) sorumludur. Yikli atom parcaciklari, genellikle direkt yolla etki gosterirler.
Indirekt yolda ise iyonize radyasyon sonucu olusan bazi ara iiriinler baska bir dizi

kimyasal reaksiyona girerek diger molekiillerin degismesine neden olurlar (2-5, 47-49).

Iyonize radyasyonun biyolojik ve &liimciil etkileri igin primer hedefin hiicresel DNA
oldugu bilinmektedir. Iyonize radyasyona bagl hiicresel DNA hasarinin yaklasik %60-

70’1 SOR ile meydana gelir. SOR, iyonize radyasyonun etkisi ile su molekiillerinin



90

radyolizi neticesinde hizl1 bir sekilde olusur. Sekonder reaksiyonlar da olusan SOR’un
diizeyinin artmasina yol acar. DNA’nin yani sira lipid ve proteinler de iyonize
radyasyona bagli serbest radikallerden etkilenir. Lipid peroksidasyonunun, hiicre
membranlarindaki hasarin 6nemli nedenlerinden ve SOR’a bagli doku hasarinin

gelismesine katkida bulunan faktor oldugu gosterilmistir (5, 17).

Oksidatif stres, asir1 serbest radikal liretimi ve/veya zayif antioksidan savunmanin
oldugu durumlarda meydana gelir ve yapisal ve fonksiyonel degisikliklere neden olan
biyomolekiillerin kimyasal degisimleri ile sonuglanir. SOR iiretimi radyasyona bagl
doku hasarmin patogenezinde énemli bir rol oynar. Bu nedenle SOR’u inhibe eden veya
temizleyici ilaglar iyonize radyasyon uygulanan normal dokulardaki hasar1 azaltmada

yararl olabilirler (17).

SOR’un artigina bagli olusan oksidatif hasara kars1 hiicreleri, bazi 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. Vitamin E, melatonin ve glutatyon gibi bazi antioksidanlar ise nonenzimatik
savunma sistemde yer alirlar. Hiicrenin serbest radikallere karsi olusturdugu savunma
mekanizmasi kendi igerisinde hem sinerjistik hem de antagonistik etkili olabilmektedir.
(")rnegin, CAT ve GSH-Px, hiicrenin farkli kisimlarinda {iretilen H,O, {izerinde ayni
katalitik aktiviteye sahiptir. Diger taraftan SOD, CAT ve GSH-Px birbirlerini karsilikli
desteklemekte; CAT ve GSH-Px’in oksidasyonuna neden olan O,’, SOD tarafindan
H,02’ye cevrilirken; SOD’un inaktivasyonuna yol acan H,0O,, CAT ve GSH-Px
tarafindan yikilmaktadir (66, 77).

Iyonize radyasyon, OH’, H', O ve O, " seklinde serbest oksijen tiirlerine neden olur, tek
ya da ¢ift iplik kirilmalari, baz hasari ve DNA-DNA ya da DNA-protein ¢apraz baglari
gibi DNA hasarma yol acan olaylar zincirini takip eder (113, 172). Iyonize radyasyon
bir¢ok farkli tipte DNA lezyonu iiretir, radyasyon kaynakli hiicresel DNA hasarlarina

kars1 korunmak i¢in, potansiyel 6ldiiriicii hiicreler biyolojik 6neme sahiptir (173).

Hiicre 6liimiine neden olan iyonize radyasyon kaynakli lezyonlarin en 6nemlisinin DNA
cift iplik kiriklar1 oldugu diisiiniilir. Radyasyon kaynakli major DNA hasart; i¢ ya da
ara iplik capraz bagi, tek ve cift DNA iplik kiriklari, bazlarin degisimi ve ayrilmasi,
seker hasarlaridir. Hiicresel yanitlar; hiicre dongiisiiniin durmasi, hiicre dongiisii kontrol

noktalarinda ilerleme ve DNA onarim indiiksiyonunu igerir. Cok hiicreli memeli



91

organizmalarinin ¢esitli dokularinda, radyasyon kaynakli hiicresel DNA hasarimin yani
sira membran oksidatif hasari, radyasyonun neden oldugu kot etkiler eninde sonunda
gergeklesir ve iyonize radyasyona maruziyetten giinler ve aylar sonra gelisen radyasyon
kaynakli patolojik durumlar, bakteri duyarli enfeksiyonlar, radyasyon hastaligi, kemik
iligi yetmezliginden karakterize durumlar, gastrointestinal problemler ve diger
semptomlar ortaya cikar. Serbest radikalleri siipiirme ve reaktif oksijen tiirlerini azaltma
yetenegine sahip birka¢ antioksidan bilesikler radyasyondan korunmak ig¢in

arastirilmistir (113, 173-177).

Daha onceki ¢aligmalarda fare kemik iliginde GSE ve resveratroliin radyo koruyucu
etkisi gosterilmistir (178). Intragastrik GSE (179, 180) ve BGJ (181) ve ya CCl4
intraperitional enjeksiyonunda (181) siganlarda in vivo ¢alismalar karaciger (179) ve
diger dokularda (180) akut iyonize radyasyon maruziyeti kaynakli oksidatif stres

degisikliklerinin diizeldigini gozlemislerdir.

Bu amagla calismada, antioksidan, anti-inflamatuar ve antikanserojen Ozellikleri de

dahil olmak iizere bir¢ok biyolojik etkileri olan (18) pycnogenol® kullanildi.
5.1. Akciger

Isinlama kaynakli hasardan normal hiicreleri koruma, radyasyon tedavisinde ve mesleki
ya da radyasyona maruz kalmada kritik bir konudur. Bu akciger i¢in 6zellikle 6nemlidir,
clinkii akciger genis bir ylizey alanindan dolay1 daha yiiksek oksijen seviyelerine maruz
kalir ve iyonize radyasyona kars1 ¢ok hassastir. Radyasyon pndmonisi akut goriiliir ve
bir goglis duvari veya intratorasik maligniteler icin radyoterapiyi takiben nispeten
yaygindir. Akciger 16semi tedavisi ve diger hematolojik maligniteler i¢in tiim viicut

1sinlamasi sirasinda doz sinirlayici bir organdir (63, 64).

Iyonize radyasyona bagli akciger hasarmin mekanizmasi net olarak bilinmemekle
beraber, sitokin aktivitesi ve oksidatif strese bagli olduguna inanilmaktadir (9, 10).
Radyoterapiye bagli akciger toksisitesi, yaygin olup, 6zellikle belli bir dozun {izerine
cikildiginda uygulanacak radyoterapi dozlarmi Onemli o6lgiide simirlamaktadir.
Radyoterapi, bir¢ok torasik malignitede c¢ok oOnemli bir tedavi modalitesidir.
Radyoterapiye bagli pulmoner toksisiteyle sik¢a karsilasiimakta olup, bu durum
radyoterapi dozunu smirlayan ciddi bir problemdir. Akciger kanseri, meme kanseri,
lenfoma ve timoma nedeni ile radyoterapi uygulanan hastalarin %30’unda radyoterapi

ile iliskili pulmoner semptomlar meydana gelir. Hodgkin lenfoma, 6zofagus kanseri ve
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total viicut 1sinlamasi sonrasi kemik iligi transplantasyonu gibi kombine tedavi
modalitelerinin uygulandigi durumlarda da radyoterapiye bagli pulmoner toksisite

siklikla gorilir (3-8, 10).

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA, radyasyona bagli oksidatif hasarin
gostergesidir. Bu calismada da radyasyona baglh akciger hasarimi gostermek i¢in doku
MDA diizeyleri 0lgiildii. Radyasyon grubunda, kontrol, antioksidan gruplar ve
radyasyon + antioksidan gruplara gore MDA diizeyinde artma saptandi. MDA
diizeylerinde artig radyasyonun akcigerde oksidatif hasara yol actigini gostermektedir.
Antioksidan gruplar arasinda ve radyasyon + antioksidan gruplarda sayisal degerleri
yakin olup istatistiksel olarak anlamli diizeyde saptanmadi. y-151m1 + P30 grubunun
kontrol ve radyasyon grubundan daha diisiik olmasi radyasyonun oksidatif hasarina kars1

pycnogenoliin membran lipidini korudugunu gostermektedir.

Bizim g¢aligmamiza benzer olarak, tiim viicut isinlamasi veya lokal 1sinlama yapilan
calismalarda sicanlarin akciger, karaciger, kolon, kalp ve ileum gibi organlarinda
radyasyona bagli hasarin gostergesi olarak doku MDA diizeylerinde artma oldugu

gosterilmistir (17, 182-184).

Calismada radyasyon grubunda kontrol grubuna gére CAT aktivitesinde azalma
saptandi. Bu durum, asir1 SOR {iiretimine kars1 antioksidan sistemin yetersiz kaldigini
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda radyasyon grubuna gore artma

saptanmas1 pycnogenoliin SOR iiretimine karsi yeterli oldugunu gostermektedir.

Caligmada radyasyon grubunda kontrol grubuna gére SOD aktivitesinde artma saptandi.
Bu durum, asir1 SOR diretimine kars1 antioksidan sistemin yeterli oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda radyasyon grubuna gore artma

saptanmasi pycnogenoliin SOR {iretimine kars1 yeterli oldugunu gostermektedir.

Radyasyon + antioksidan gruplarda SOD ve CAT aktivitelerinde artis oldugu (y-151mn1 +
P75 grubu harig) gozlendi. Bu iki antioksidan enzimin de birbirlerinin etkilerini

potansiyelize ettigini gostermektedir.

Bizim sonuc¢larimiz, Shin ve ark.nin verileriyle uyumluluk gostermektedir.
Isinlanmadan bir hafta 6nce Se-methilselenosistein alan siganlarda, MDA diizeyi ve
CAT aktivitesinde radyasyonun indiikledigi degisim, 1sinlamadan 24 saat sonra kontrol

grubuna gore Se-methilselenosistein tedavi edilmis grupta kayda deger azalmistir (185).
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Calismamizda akciger dokusunda, radyasyon grubunda CAT aktivitelerinde azalma,
SOD aktivitelerinde ve MDA seviyesinde artma; buna karsilik radyasyon + antioksidan
grubunda CAT ve SOD aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma tespit
edilmesi, pycnogenoliin koruyucu etkisinin antioksidan aktivitesine bagli oldugunu
gosterebilir. Bu veriler daha once oksidan ajanlarla yapilan ¢alismalarda gosterildigi
gibi, bu calismada iyonize radyasyona bagli gelisen akciger hasarmin SOR’a bagl
olarak radyasyonun indirekt etkisinden gelisebildigi gibi radyasyon grubunda CAT
aktivitesinin azalmasi, oysa SOD aktivitesi ve MDA diizeylerinin artmasi iyonize
radyasyonun direkt etkisinden kaynakli olabilecegini de gostermektedir. Ayrica gruplar
arasinda sayisal fark olmasina ragmen istatistiksel anlamli degildi. Buna ragmen,
antioksidan savunma sistemi pycnogenoliin etkisinin antioksidan yolla olabilecegini

desteklemektedir.

Comet assay, DNA hasar1 ve onariminin degerlendirilmesi i¢in, duyarli, hizli ve basit bir
teknik olarak kullanilir (186). Bu yontemle hemen hemen tiim dokularda DNA hasarini
degerlendirmek miimkiindiir (187). Kiiltiire edilmis hiicrelerin kullanilmasiyla yapilan in
vitro deneyde, 1-3 Gy iyonize radyasyonun neden oldugu DNA hasarini belirlemigler
(188) bir de in vitro 0.25-2 Gy radyasyon doz araligi ve DNA hasar derecesi, doz-cevap
iliskisini gbzlemlemislerdir (189).

Bu yontemde, DNA hasarin1 degerlendirmek i¢in az sayida hiicre gerekir ve % bas DNA
(head DNA), % kuyruk DNA (tail DNA), kuyruk uzunlugu, kuyruk momenti, olive tail
moment (OTM) gibi gesitli comet parametreleri yardimiyla tek hiicre diizeyinde DNA

hasar1 6l¢gmek miimkiindiir.

Bu ¢alismada da akciger doku DNA’sinda, radyasyona bagli meydana gelen tek ve cift
iplik kirilmalarini belirlemek icin notral comet teknigi kullanildi. Siganlarin tiim viicut
gama radyasyonuna maruz kalmasi akciger dokularinda hiicresel DNA hasariyla
sonuglandi ve comet parametrelerinde (L head, L tail, L comet, tail DNA, TM ve OTM
paremetrelerinde) artma gozlendi. Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan
gruplar ve radyasyon + antioksidan gruplara gore L head, L tail ve L comet degerlerinde
artma gozlendi. L head, L tail ve L comet degerlerinde artis radyasyonun akcigerde
hiicresel hasara yol actigin1 gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar,
radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplara gore L head, L tail ve L comet

degerlerinde azalma bulundu. Antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet
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degerlerinde artma sapandi. Bu artma bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet
degerlerinde azalma kaydedildi, bu azalmis degerler antioksidanin radyo koruyucu
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarin kontrol
grubundan yiiksek ve radyasyon grubundan daha diisiik olmasi radyasyonun hiicresel
hasarina karst pycnogenoliin hiicreyi korudugunu gostermektedir. L head, L tail ve L

comet degerleri tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan
gruplara gore head DNA degerlerinde azalma saptandi. Bu azalma bize radyasyonun
akcigerde hiicresel hasara yol actigini ve bastaki DNA miktarmin kuyruga goc¢ ettigini
gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon
+ antioksidan gruplara gore head DNA degerinde artma bulundu. Antioksidan gruplarda
head DNA degerinde azalma gosterildi. Bu azalma bize antioksidanin toksik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Radyasyon -+ antioksidan gruplarda head DNA
degerlerinde artma saptandi, bu artmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonug, radyasyonun hiicresel hasaria karsi
pycnogenoliin hiicreyi korudugunu gdstermektedir. Head DNA degerleri tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan
gruplara gore tail DNA, TM ve OTM degerlerinde artma saptandi. Tail DNA, TM ve
OTM degerlerinde artis radyasyonun akcigerde hiicresel hasara yol a¢tigin1 ve DNA’nin
kuyruga go¢ ettigini gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon
grubu ve radyasyon + antioksidan gruplara gore tail DNA, TM ve OTM degerlerinde
azalma degerlendirildi. Antioksidan gruplarda tail DNA, TM ve OTM degerlerinde
artma bulundu. Bu artma bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda tail DNA, TM ve OTM degerlerinde
azalma saptandi, bu azalmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Tail DNA, TM ve OTM degerleri tiim gruplarda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Calismamizin comet assay sonuclarina dayanarak, en iyt korumanin y-isimm1 + Psg
grubunda oldugunu ve radyasyonun hiicresel hasarina karst pycnogenoliin hiicreyi

korudugunu soyleyebiliriz. Ancak c¢alismamizda Rohdewald, Trevithick et al. ve
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Masquelier’in yaptig1 ¢alismalara benzer olarak, saglikli gruplarda hiicre hasarinin doz

miktariyla artmasi pycnogenoliin toksik etkisi oldugunu gostermistir (19, 157, 158).

Yapilan ¢alisma sonucunda, siganlardan alinan akciger dokularina Hematoksilen-eozin
ve Masson trikrom boyama metodlart uygulandi. Histo-patolojik degerlendirmeler
sonucunda, kontrol gruplarina ait dokular kendi normal histolojik doku o6zelliklerini
gosterirken, radyasyon uygulanan dokularda basta vaskiiler ve interstisyel hemoraji
alanlar1 olmak iizere cesitli hiicresel hasarlar gozlendi. Kontrol grubuna ait akciger
parankimasinda diizgiin goriintimlii tek katli yassi epiteli ile alveoler keseler ile birlikte
terminal ve respiratuvar bronsioller ile kan damarlar1 da belirgin olarak
secilebilmekteydi. Radyasyon grubuna ait akciger dokulari histolojik olarak
incelendiginde, akciger parankimasinda artan ddem, alveoler duvarlarin kalinlagsmasi,
vaskiiler ve interstisyel hemoraji ve O6dem gozlendi. Bu sonuglar bize, akciger
dokusunda radyasyonun doku diizeyinde hasar olusturdugunu gostermektedir.
Antioksidan gruplarda, alveoler keselerde ve bag dokusu alanlarinda radyasyon grubuna
benzer hemoraji alanlar1 gozlendi, bu kanama boélgeleri antioksidanin dozuna baglh
olarak artmisti. Bu artmadan antioksidanin toksik etkisi oldugunu soyleyebiliriz.
Radyasyon + antioksidan gruplarinda, akciger dokusu iizerinde radyasyonun
olusturdugu hasara kars1 antioksidanin koruyucu 6zelligi gozlenmedi, sadece y-1s1n1 +

P30 grubunda hemoraji ve ddemin bdlgelerinde azalma goriildii.

Sonug olarak, radyasyon uygulamasindan once verilen 300 mg/kg pycnogenol, enzim,
hiicre ve doku diizeyinde akciger dokusunu iyonize radyasyon hasarmna karsi en iyi

korumustur.
5.2. Karaciger

Karaciger genellikle iist abdomen, sag akciger, distal 6zofagus tliimdrlerinde abdomen
radyoterapi sirasinda, tiim abdomen ya da tiim viicut 1sinlama sirasinda kazara iginlanir
(11). Iyonize radyasyon maruziyeti ciddi saglik kosullarmin gelistirilmesini gerektirir.
Akut etkiler ¢ogunlukla hematopoetik hiicre kayiplari, bagisiklik sistemi yetersizligi,
mukozal hasar, karaciger ve diger dokularda potansiyel hasarlardir. Tiim organin
1s1nlanmasi hepatosit yetmezligi ve hepatit gibi radyasyon kaynakli karaciger hastaligina

yol agabilir (12).



96

Lipid peroksidasyon iirlinlerinden olan MDA, radyasyona bagli oksidatif hasarin
gostergesidir. Bu ¢alismada da radyasyona bagli karaciger hasarini gostermek i¢in doku
MDA diizeyleri 6lgiildii. Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve
radyasyon + antioksidan gruplara gére MDA diizeyinde artma saptandi. MDA
diizeylerinde artis radyasyonun karacigerde oksidatif hasara yol agtigin1 gostermektedir.
Antioksidan gruplar arasinda en yiiksek P375 grubu ve en diisiik P3pp grubunda saptandi.
Radyasyon + antioksidan gruplarda; en yiiksek y-1s1n1 + P75 grubu ve en diistik y-151m +
P375 grubunda saptandi. y-151n1 + P3g0 grubu, kontrol grubundan daha yiiksek ve
radyasyon grubundan daha diisiik olmasi radyasyonun oksidatif hasarma karsi

pycnogenoliin membran lipidini korudugunu gostermektedir.

Tiim viicut 1sinlamast veya lokal 1smmlama yapilan calismalarda sicanlarin akciger,
karaciger, kolon, kalp ve ileum gibi organlarinda radyasyona bagli hasarin gdstergesi

olarak doku MDA diizeylerinde artma oldugu gosterilmistir (17, 182-184).

Calismada radyasyon grubunda kontrol grubuna gore CAT aktivitesinde artma saptandi.
Bu durum, asir1 SOR iretimine karsi antioksidan sistemin yeterli oldugunu
gostermektedir. y-151n1 + P3gp gruplarda radyasyon grubuna gore artma saptanmasi

pycnogenoliin SOR {iiretimine kars1 yeterli oldugunu gostermektedir.

Calismada radyasyon grubunda kontrol grubuna gore SOD aktivitesinde azalma
bulundu. Bu durum, asir1 SOR iiretimine kars1 antioksidan sistemin yetersiz oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda (y-1isim1 + Ps75 hari¢) radyasyon
grubuna gore artma saptanmasi pycnogenoliin SOR {iretimine kars1 yeterli oldugunu

gostermektedir.

Radyasyon + antioksidan gruplarda SOD ve CAT aktivitelerinde artis oldugu gozlendi.
Bu iki antioksidan enzimin de birbirlerinin etkilerini potansiyelize ettigini

gostermektedir.

Bizim ¢alismamiza benzer olarak, 6 Gy gama 1smn1 uygulanmis sican karaciger
dokusunda, kontrol grubuyla radyasyon grubu karsilastirildigi zaman SOD, GSH-PXx
aktivitesinde ve GSH seviyesinde kayda deger azalma ve lipid peroksidasyon

seviyesinde kayda deger artma gozlenmistir (190).
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Benzer sonuglar, GSE tedavisinde, 8 Gy tiim viicut i1simnlamasimi takiben karaciger

homejenatlarinda total SOD aktivitesinde kayda deger bir azalma bulunmustur (179).

Bizim sonuglarimizla uyumlu olarak, Jagetia (191) ve Mansour ve ark. (192) tiim viicut
y-15101 sonrast lipid peroksitlerin arttirilmasi ile birlikte, antioksidan sistem iginde kayda
deger bir azalma kaydetmistir. Yine bizim ¢alismamizla uyumlu olarak, tek doz 6 Gy x-
1s1n1 almis sigan karacigerlerinde lipid peroksidasyonunu 1sinlanmig grupta daha yiiksek

bulmuglardir (193).

Bu veriler daha dnce oksidan ajanlarla yapilan ¢alismalarda gosterildigi gibi, iyonize
radyasyona bagli gelisen karaciger hasarinin SOR’a bagli olarak radyasyonun indirekt
etkisinden gelisebildigi gibi iyonize radyasyonun direkt etkisinden kaynakli
olabilecegini de gostermektedir. Ciinkii radyasyon grubunda SOD aktivitesi azalmuis,
oysa CAT aktivitesi ve MDA diizeyleri artmigtir. Ayrica gruplar arasinda sayisal fark

olmasina ragmen istatistiksel anlaml1 degildi.

Sonugta, karaciger dokusunda, radyasyon grubunda CAT aktivitelerinde artma, SOD
aktivitelerinde azalma ve MDA seviyesinde artma; buna karsilik radyasyon +
antioksidan grubunda CAT ve SOD aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma
tespit edilmesi, pycnogenoliin koruyucu etkisinin antioksidan aktivitesine baglh

oldugunu gosterebilir.

Comet assay, DNA hasar1 ve onariminin degerlendirilmesi i¢in, duyarli, hizli ve basit bir
teknik olarak kullanilir (186). Ueno ve ark.’nin yaptigi in vivo ¢alismada, tiim viicut x-
ismiyla (3, 6, 12 ve 24 Gy) 1sinlanmus farelerin karaciger, bobrek, akciger, dalak, timus
ve beyin dokulariyla calismiglar, artan x-151n1 dozuyla artmis DNA hasar1 oranini,
1sinlama periyodlarinda DNA hasar tamirini degerlendirmislerdir. Bir de ayni ¢alismada
in vivo DNA hasar degerlendirmesinde OTM, % tail DNA ve kuyruk uzunlugunun
duyarliligin1 gostermislerdir (194).

Bu ¢alismada da karaciger doku DNA’sinda, radyasyona bagli olusan tek ve ¢ift iplik
kirilmalarimi belirlemek i¢in nétral comet teknigi kullanildi. Siganlarin tiim viicut gama
radyasyonuna maruz kalmasi karaciger dokularinda hiicresel DNA hasariyla sonuglandi
ve comet parametrelerinde (L head, L tail, L comet, tail DNA, TM ve OTM

paremetrelerinde) artma gdzlendi.
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Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan (y-
15101 + P3pp grubu haric ) gruplara gore L head, L tail ve L comet degerlerinde artma
gozlendi. L head, L tail ve L comet degerlerinde artis radyasyonun karacigerde hiicresel
hasara yol agtigin1 gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon
grubu ve radyasyon + antioksidan gruplara goére L head, L tail ve L comet degerlerinde
azalma bulundu. Antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet degerlerinde artma
saptandi. Bu artma bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Radyasyon + antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet degerlerinde azalma
kaydedildi, bu azalmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda iyonize radyasyonun hiicresel
hasarina kars1 pycnogenoliin hiicreyi korudugu gosterilmistir. L head, L tail ve L comet

degerleri tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan
gruplara gore head DNA degerlerinde azalma goézlendi. Bu azalma bize radyasyonun
karacigerde hiicresel hasara yol agtigin1 ve bastaki DNA miktarinin kuyruga gog ettigini
gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon
+ antioksidan gruplara gére head DNA degerinde artma bulundu. Antioksidan gruplarda
head DNA degerinde azalma saptandi. Bu azalma bize antioksidanin toksik etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda head DNA degerlerinde
artma saptandi, bu artmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda kontrol grubundan diisiik ve
radyasyon grubundan daha yiliksek olmasi radyasyonun hiicresel hasara karsi
pycnogenoliin hiicreyi korudugunu gostermektedir. Head DNA degerleri tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan
gruplara gore tail DNA, TM ve OTM degerlerinde artma bulundu. Tail DNA, TM ve
OTM degerlerinde artis radyasyonun karacigerde hiicresel hasara yol agtifini ve
DNA’nin kuyruga gog ettigini gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar,
radyasyon grubu ve radyasyon + antioksidan gruplara gore tail DNA, TM ve OTM
degerlerinde azalma gozlendi. Antioksidan gruplarda tail DNA, TM ve OTM
degerlerinde artma saptandi. Bu artma bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda tail DNA, TM ve OTM degerlerinde

azalma bulundu, bu azalmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip
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oldugunu gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda kontrol grubundan yiiksek
ve radyasyon grubundan daha diisiikk olmasi radyasyonun hiicresel hasarina karsi
pycnogenoliin hiicreyi korudugunu gostermektedir. Tail DNA, TM ve OTM degerleri

tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Calismamizda comet sonuglarima dayanarak, 300 mg/ kg pycnogenoliin iyonize
radyasyon hasarina karsi hiicreyi korudugunu ancak saglikli gruplarda artan dozla
birlikte hiicre hasarini arttigin1 ve pycnogenoliin toksik etkisi oldugunu sodyleyebiliriz.
Bu sonuglar, Rohdewald, Trevithick et al. ve Masquelier’in yaptig1 caligmalar tarafindan

da desteklenmektedir (19, 157, 158).

Yapilan g¢alismada, siganlardan alinan karaciger dokularina Hematoksilen-eozin ve
Masson trikrom boyama metodlar1 uygulandi. Histo-patolojik degerlendirmeler
sonucunda, kontrol gruplarina ait dokular kendi normal histolojik doku 6zelliklerini
gosterirken, radyasyon uygulanan dokularda basta vaskiiler ve interstisyel hemoraji

alanlar1 olmak iizere ¢esitli hiicresel hasarlar gézlendi.

Degerlendirmeler sonucunda kontrol grubuna ait karaciger dokular1 normal parankimal
yap1 Ozellikleri sergiledi. Radyasyon grubuna ait karaciger kesitleri incelendiginde
kontrol grubundan farkli olarak, yogun wvaskiiler sinuzoidal hemoraji ile birlikte,
eritrositlerin sikigsarak sinuzoidleri doldurmus oldugu goézlendi. Radyasyon uygulanan
biitiin deney gruplarinda, nekrotik hepatositlerin bulundugu alanlar ve sismis
hepatositler gézlendi. Ayrica vena centralisten 1sinsal tarzda uzanan siniislerde belirgin
genisleme vardi. Antioksidan gruplarda, kontrol grubuna ait karaciger dokusunun
histolojik ozelliklerine benzer 6zellik gdsterdikleri bulundu. Pycnogenol, karaciger

parankimasi lizerinde herhangi bir olumsuz etki gostermedi.

Radyasyon + antioksidan gruplarda radyasyonun karaciger dokusu tlizerinde olusturdugu
olumsuz etkilere kars1 diisiik doz (37.5 mg /kg, 75 mg/ kg) pycnogenoliin herhangi bir
koruyucu etkisi goriillmedi. y-151m1 + Pi5p grubuna ait karaciger dokusunda,
pycnogenoliin radyasyonun zararli etkilerine karsi olumlu bir etkiye sahip oldugu

goriiliirken, en iyi koruyucu etkinin y-1s1n1 + P3pp grubu oldugu gozlendi.

Sonug olarak, radyasyonun karaciger dokusu {iizerine olusturdugu olumsuz histo-
patolojik etkinin, radyasyon oOncesi 300 mg/kg pycnogenol verilen grupta azaldigi,

karaciger parankimasinin normal karaciger dokusu goriiniimiine yakin oldugu gézlendi
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ve 300 mg/kg pycnogenol enzim, hiicre ve doku diizeyinde karaciger dokusunu iyonize

radyasyon hasarina kars1 en iyi korumustur.
5.3. Bobrek

Terapotik abdominal 1sinlama, glomeriiler mesanjiyal skleroz ve tiibililer dejenerasyon
ile iligkili ilerleyici bobrek hastaliginin ge¢ olusumuna eslik edebilir (195). Mevcut
bulgulara gore, 1simnlamadan sonra birka¢ hafta icinde sican bobreginde belirgin
histolojik degisiklikler ortaya c¢ikar. Lezyonlar cogunlukla glomeriiler ve tiibiiler
hiicrelerde goriliir. Isinlamadan 4 hafta sonra, minimal glomeriiler degisiklikler
gbzlenir. 10. haftada, glomerular lezyonlar endotel hiicre hasari, mesanjiyal hiicrelerin
proliferasyon ve hipertrofi, epitel hiicre sisme ve bazal membran kalinlasmasi olusur.
Bu glomeriiler degisim, domuzda 1989-1991 yillarinda Robbins ve arkadaglar1 ve farede
1990 yilinda Down arkadaglar1 tarafindan rapor edilmistir. Benzer glomeriiler degisim
tim viicut 1smlamay: takiben klinikte s6z edilmistir (196). Mesanjiyal hiicrelerin
sayisinin artti§i ve artmis mesanjiyal matris miktar1 rapor edilmistir. Jaenke ve
arkadaslar1 (197) ve Robbins (198), endotel hiicrelerin hasari renal radyasyon hasarinda

onemli birincil etkinlik gosterdigini 6nermislerdir.

Onceki literatiirlerde, birkag ilag radyasyonun indiikledigi hasari normal dokudan
azaltmak ya da onlemek i¢in kullanilmistir, bunlar siilfidril radikali (199) iceren
pentoxifyline (200) ve glukokortikosteriod (201) bilesiklerdir. Bu ilaglarin deneysel
calismalar1 umut vericidir, ancak klinik kullanimda, bu ilaclar toksik etkiler

gostermistir.

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA, radyasyona bagli oksidatif hasarin
gostergesidir. Bu calismada da radyasyona bagli bobrek hasarini gostermek i¢in doku
MDA diizeyleri 6lgiildii. Radyasyon grubunda kontrol grubu, antioksidan gruplar ve
radyasyon + antioksidan gruplara gére MDA diizeyinde artma gozlendi. MDA
diizeylerinde artis radyasyonun bdbrekte oksidatif hasara yol actigin1 gostermektedir.
Kontrol grubuna gore antioksidan ve radyasyon + antioksidan gruplar da MDA artmustir.
Radyasyon grubuna gore radyasyon + antioksidan gruplar da MDA diizeyinin azalmasi
radyasyonun oksidatif hasarina karsi pycnogenoliin membran lipidini korudugunu

gostermektedir.
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Calismada radyasyon grubunda kontrol grubuna gore CAT aktivitesinde azalma
bulundu. Bu durum, asir1 SOR iiretimine karsi antioksidan sistemin yetersiz oldugunu
gostermektedir. y-151n1 + P3gp gruplarda radyasyon grubuna goére artma bulunmasi

pycnogenoliin SOR {iretimine kars1 yeterli oldugunu gdostermektedir.

Calismada radyasyon grubunda kontrol grubuna gore SOD aktivitesinde azalma
saptand1. Bu durum, asir1 SOR iiretimine kars1 antioksidan sistemin yetersiz oldugunu
gostermektedir. y-151m1 + P3gp grubunda radyasyon grubuna gore azalma saptanmasi

pycnogenoliin SOR {iretimine kars1 yetersiz oldugunu gostermektedir.

Mansour tarafindan yapilan ¢alismada, tek doz 6 Gy verilen sigan bébreklerinde MDA
ve NO seviyesinin arttigmi, SOD ve GSH-Px aktivitelerinin azaldigin1 gozlediler.
Isinlamadan 6nce 7 giin ginseng verilmis grupta SOD ve GSH-Px aktivitelerinin kayda

deger arttigin1 ve MDA ve NO seviyesinin kayda deger azaldigini1 gozledi (202).

Calismamiza benzer olarak, Oktem ve ark.’’nin yaptigi c¢alismada 900-MHz
elektomanyetik radyasyon uyguladiklari sican bdbrek dokularinda MDA ve NAG
seviyesinin arttigini, SOD, CAT ve GSH-Px aktivitelerinin azaldigini, melatonin
uygulanan grupta MDA ve NAG seviyelerinin azaldigini, SOD, CAT ve GSH-Px

aktivitelerinin arttigin1 gézlediler (203).

Bobrek dokusunda, radyasyon grubunda CAT ve SOD aktivitelerinde azalma, MDA
seviyesinde artma; buna karsilik radyasyon + antioksidan grubunda CAT ve SOD
aktivitelerinde artma ve MDA seviyesinde azalma tespit edilmesi, pycnogenoliin
koruyucu etkisinin antioksidan aktivitesine bagli oldugunu gosterebilir. Bu veriler daha
once oksidan ajanlarla yapilan ¢aligmalarda gosterildigi gibi, iyonize radyasyona bagh
gelisen bobrek hasarmin SOR’a bagli olarak gelistigini ve pycnogenoliin etkisinin

antioksidan yolla olabilecegini desteklemektedir.

Tek hiicre jel elektroforez (comet assay) hiicresel DNA’da iplik kiriklari, alkali bolgeleri
ve capraz baglar1 belirlemek icin yaygin olarak kullanilir (194). Colins ve ark.’nin
yaptig1r ¢aligmada, 0-8 Gy radyasyonun indiikledigi DNA hasariyla iligkili olarak,
kuyrukta yiizde DNA’nin lineer arttigin1 gostermislerdir (204).

Bu c¢alismada da bobrek doku DNA’sinda, radyasyona bagli olusan tek ve cift iplik
kirilmalarini belirlemek i¢in nétral comet teknigi kullanildi. Siganlarin tiim viicut gama

radyasyonuna maruz kalmasi bobrek dokularinda hiicresel DNA hasartyla sonuglandi ve
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comet parametrelerinde (L head, L tail, L comet, Tail DNA, TM ve OTM) artma

gozlendi.

Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan
gruplara gore L head, L tail ve L comet degerlerinde artma bulundu. L head, L tail ve L
comet degerlerinde artis radyasyonun bdbrekte hiicresel hasara yol agtigini
gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon +
antioksidan gruplara gore L head, L tail ve L comet degerlerinde azalma saptandi.
Antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet degerlerinde artma gozlendi. Bu artma
bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Radyasyon -+
antioksidan gruplarda L head, L tail ve L comet degerlerinde azalma saptandi, bu
azalmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Radyasyon + antioksidan grubunun kontrol grubundan yiiksek ve radyasyon grubundan
daha diisiik olmas1 iyonize radyasyonun hiicresel hasarina karsi pycnogenoliin hiicreyi
korudugunu gostermektedir. L head, L tail ve L comet degerleri tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan
gruplara gore head DNA degerlerinde azalma saptandi. Bu azalma bize radyasyonun
bobrekte hiicresel hasara yol agtigin1 ve bastaki DNA miktarinin kuyruga go¢ ettigini
gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon grubu ve radyasyon
+ antioksidan gruplara gére head DNA degerinde artma gozlendi. Antioksidan gruplarda
head DNA degerinde azalma saptandi. Bu azalma bize antioksidanin toksik etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Radyasyon + antioksidan gruplarda head DNA degerlerinde
artma saptandi, bu artmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan grubunun kontrol grubundan disik ve
radyasyon grubundan daha yiiksek olmasi radyasyonun hiicresel hasarma karsi
pycnogenoliin hiicreyi korudugunu gostermektedir. Head DNA degerleri tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Radyasyon grubunda, kontrol grubu, antioksidan gruplar ve radyasyon + antioksidan
gruplara gore tail DNA, TM ve OTM degerlerinde artma kaydedildi. Tail DNA, TM ve
OTM degerlerinde artis radyasyonun bobrekte hiicresel hasara yol agtigini ve DNA’ nin
kuyruga gog ettigini gostermektedir. Kontrol grubunda, antioksidan gruplar, radyasyon

grubu ve radyasyon + antioksidan gruplara gore tail DNA, TM ve OTM degerlerinde
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azalma saptandi. Antioksidan gruplarda tail DNA, TM ve OTM degerlerinde artma
bulundu. Bu artma bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
Radyasyon + antioksidan gruplarda tail DNA, TM ve OTM degerlerinde azalma
saptandi, bu azalmis degerler antioksidanin radyo koruyucu etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Radyasyon + antioksidan grubunun kontrol grubundan yiiksek ve
radyasyon grubundan daha diisik olmasi radyasyonun hiicresel hasarina karsi
pycnogenoliin hiicreyi korudugunu gostermektedir. Tail DNA, TM ve OTM degerleri

tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli diizeyde degerlendirildi.

Bizim ¢aligmamiza benzer olarak, Trosic ve ark.” min yaptiklari ¢aligmada, comet
yontemini kullanarak elektromanyetik radyo frekansin etkisini sican beyin, karaciger ve
bobrek hiicrelerinde, DNA hasar parametrelerinden kuyruk uzunlugunu kullanarak
1sinlanmig sicanlarin karaciger ve bobreklerinde kayda deger DNA hasar1t bulmuslardir
(205).

Calismamizdaki comet sonuglarina dayanarak pycnogenoliin iyonize radyasyon hasarina
kars1 bobrek hiicrelerini korudugunu ancak saglikli hiicre gruplarinda da toksik etki
gosterdigini  soOyleyebiliriz. Benzer sonuglar, Rohdewald, Trevithick ve ark. ve

Masquelier’ in yaptig1 ¢alismalarda da gozlenmistir (19, 157, 158).

Yapilan ¢aligmada, siganlardan alinan bobrek dokularina Hematoksilen-eozin, Masson
trikrom ve periodik asit Schiff boyama metodlar1 uygulandi. Histo-patolojik
degerlendirmeler sonucunda, kontrol gruplarina ait dokular kendi normal histolojik
doku ozelliklerini gosterirken, radyasyon uygulanan dokularda bagta vaskiiler ve
interstisyel hemoraji alanlar1 olmak {izere c¢esitli hiicresel hasarlar gozlendi. Kontrol
grubuna ait bobrek dokular1 parankimasinda bobrek cisimcikleri (renal korpuskiilleri),
proksimal ve distal kivrintili tiibiiller, peritiibiiler kapillerler ve medullar 1sinlar diizgiin
yerlesimliydi ve glomeriiller ve tiibiiller normal histolojik 6zellik gosterdiler. Radyasyon
grubun bobrek dokusu histolojik olarak incelendiginde, kontrol grubuna gore son derece
onemli ve anlamli dejereneratif degisiklikler gosterdigi gozlendi, hem interstisyel bag
dokusu alanlarinda hem de renal korpuskiillerin glomeriillerinde belirgin hemoraji
incelendi. Bobregin histo-patolojik incelenmesinde tiibiillerde ve glomeriillerde belirgin
degisikliklerin oldugu gozlendi. Tiibiillerde ve interstisyel dokuda erken degisiklikler
dikkat ¢ekti. Bobrek dokusunda radyasyonun hiicresel hasara neden oldugu goézlendi.

Antioksidan gruplarda, tiibiil hiicrelerinde belirgin hasar mevcuttu. Bobregin histo-
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patolojik incelenmesinde radyasyon grubuna benzer, tiibiillerde ve glomerillerde
belirgin degisikliklerin oldugu go6zlendi, bu hasar verilen antioksidan miktariyla
artmaktaydi. Bu sonug bize, antioksidanin bébrek dokusunda toksik etkisinin oldugunu

gostermektedir.

Radyasyon + antioksidan gruplardan 37.5 mg/kg ve 75 mg/kg pycnogenoliin radyasyon
tizerine herhangi bir koruyucu etkisi goriilmedi. y-1s1m1 + Py50 ait bobrek dokusunda,
pycnogenoliin radyasyonun zararli etkilerine karst olumlu bir etkiye sahip oldugu
goriiliirken, en iyi y-1s51n1 + P3gg grubunda oldugu gézlendi. Radyasyonun bobrek dokusu
tizerine olusturdugu olumsuz histo-patolojik etkinin, radyasyon oOncesi 300 mg/kg
pycnogenol verilen deney grubunda azaldigi ve bobrek parankimasinin normal bobrek

dokusu goriintimiine yakin oldugu gozlendi.

Sonug olarak, radyasyonun bobrek dokusu tizerine olusturdugu olumsuz histo-patolojik
etkinin, radyasyon oncesi 300 mg/kg pycnogenol verilen grupta azaldigi, bobrek
parankimasinin normal bobrek dokusu goriiniimiine yakin oldugu goézlendi ve 300
mg/kg pycnogenol enzim, hiicre ve doku diizeyinde bobrek dokusunu iyonize radyasyon

hasarina kars1 en 1yi korudugu goriildi.
5.4. Pycnogenol

Fransiz deniz ¢am kabugu ekstresi olan pycnogenol, iskorbiit hastaligi, cilt yaralar1 ve
yaralarin tedavisi icin geg¢miste bir tibbi malzeme olarak kullanilmistir (206).
Pycnogenol fenol, polifenol, flavonoid ve taksifolin karisimi yogunlastiriimig
flavonoitdir (207) ve giiglii bir antioksidan etkiye sahip oldugu bilinir (22). Giiniimiizde,
pycnogenoliin molekiiler temeli hakkinda yeterli bilgi olmamasina ragmen, cesitli
durumlar icin yararli bir besin takviyesi olarak genel niifusta yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bugiline kadar cesitli ¢alismalar pycnogenoliin bazi
biyolojik aktivitelerini tanimlamuslardir. Insan umbilikal damar endotelyal hiicreleri
(HUVEC)’ de, pycnogenol TNF-o kaynaklt VCAM-1 ve ICAM-1 ifadesini bastirmis,
ateroskleroz, iltihaplanma, iskemik vaskiiler bozukluklar ve kanser metastazinda énemli
bir rol oynamaktadir (207). Keratinositlerde, pycnogenol UV radyasyon kaynakli NF-
kB-bagimli gen ekspresyonunu inhibe etmistir (208). Ilk ¢alismalar pycnogenoliin 3T3
L-1 hiicrelerinde tanimlanmis mekanizmalar olmadan lipogenezi inhibe ettigi ve lipolizi

uyardigin gostermistir (209).
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Pycnogenol, Avrupa iilkelerinde besin takviyesi olarak kullanilmaktadir. Hipertansiyon
ve astim semptomlarini iyilestirmesi, endotel fonksiyonunu modiile etmesi ve sperm
aktivitesini artirma ve néro-koruma ile iliskili oldugu belgelenmistir (19, 27, 210-212).
Bu etkiler, pycnogenolii temsil eden bilesik siniflarinin serbest radikal stipiiriicii

aktivitesi ve anti-inflamasyon gibi pleiotropik aktivitelerine baglanmustir (19, 213).

Pycnogenol, serbest radikallerin giiglii siipiiriiciilerini aktive ederek ve anti-oksidatif
enzimleri intraselliiler sentezi ikiye katlayarak ¢esitli hiicre sistemlerini oksidatif strese
kars1 korur. Diger antioksidan etkileri C ve E vitamini yenilenmesi ve korunmasinda rol
alir. UV-radyasyona bagli eritem pycnogenoliin oral yolla alinmasini takiben klinik bir

calismada bulunmustur (19).

Pycnogenolde en az 40 farkli molekiil tanimlanmis, monomerik (katesin, epikatesin,
taxifolin) ve polimerik flavonoidler (prosiyanidinler) ve organik asitler en 6nemli
bilesenleridir (19, 22). Onceki ¢aligmalar flavonoidlerin zengin anti-proliferasyon ve
anti-kanser ajanlar oldugunu gostermistir (158, 214-216). Pycnogenol bir de antioksidan
aktiviteye (154), antiinflamator Ozelliklere (217) ve MCF-7 hiicrelerde anti kanser
etkiye (218) sahip oldugu ortaya ¢cikmustir.

Pycnogenol, miyeloid I6seminin belirli bir farklilasma indiikleyicisi oldugunu
gostermis, HL-60, U937 ve K562 hiicrelerinin farklilasmasimnin indiiklenmesinde
belirgin ozelliklerin farkli hiicre tiplerinde gen ekspresyonunun diferansiyel nedeniyle
olabilecegi, bununla birlikte, pycnogenolde katesin, prosiyanidinler ya da diger
bilesenlerin anti-kanser aktivitesinde onemli rol oynayip oynamadigmin takip edilmesi

gerektigi bildirilmistir (217).

Ancak bazi ¢aligmalarda, pycnogenoliin az da olsa toksik etkisi oldugu bildirilmistir.
Oral yoldan alan hastalarin kii¢lik bir ylizdesinde pycnogenol, istenmeyen akut ve kronik
hafif toksik etkiye sahiptir (19). Inkiibe edilmis lensler iizerinde potansiyel toksik etkiye
sahip olmasina ragmen, in vivo 6nemli derecede koruyucu etkiye sahip oldugu ve kayda
deger protein glikasyonunu azalttigi goriilmiis, Cognis US (Henkel Chemical Co.) ve
Horphag Research tarafindan desteklenmistir (149). Pycnogenol siganlarda diisiik
toksisiteye (LD50: 3 g/kg os) sahiptir ve teratojenik ya da mutajeniktir degildir (158).

Bizim caligmamizda da pycnogenoliin antioksidan ve radyo koruyucu o6zelligi olup

olmadigr enzim, hiicre ve doku diizeyinde arastirildi. Kontrole gore antioksidan
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gruplarda da MDA diizeyinin artmasi, CAT ve SOD aktivitelerinin azalmasi, comet
parametrelerinin artmasi, doku histo-patolojilerinin bozulmasi, antioksidan savunma
sisteminin yetersiz kaldigini ve pycnogenoliin potansiyel toksik etkiye sahip oldugunu
gostermektedir. Bu veriler daha 6nce oksidan ajanlarla yapilan ¢aligmalarda gosterildigi
gibi, iyonize radyasyona bagl gelisen akciger hasarinin SOR’a bagli olarak radyasyonun
indirekt etkisinden gelisebildigi gibi iyonize radyasyonun direkt etkisinden kaynakli
olabilecegini de gostermektedir. Ancak radyasyon + antioksidan gruplarda azalan MDA
diizeyi, artan CAT ve SOD aktiviteleri, comet parametrelerinin azalmasi, doku histo-
patolojisinin diizelmesi radyasyon hasarina kars1 akciger, karaciger ve bobrek dokusunu

kayda deger korudugunu gostermektedir.

Verstraeten ve ark. yaptig1 ¢alismada pycnogenoliin baslica biyoflavonoid bilesenlerinin
membrandz fosfolipidlerin polar bas gruplarina baglanarak oksidasyonlari onledigi
gosterilmistir. Calismamizda, radyasyon + antioksidan gruplarda azalan MDA diizeyi,

artan CAT ve SOD aktiviteleri bu ¢alismay1 desteklemektedir (24).

Calismamiza benzer olarak, Ramus ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada siganlarda abdominal
bdlgenin x-1gintyla 1ginlanmasindan sonra yapilan histo-patolojik ¢alismada 300 mg/kg
pycnogenoliin intestinal mukozay1 iyonize radyasyondan Onemli olgiide korudugu

sonucuna varilmis, bu ¢alisma bizim ¢alismamizi desteklemektedir (31).

Sonu¢ olarak, SOR’u inhibe eden ve/veya temizleyici antioksidan ilaglar iyonize
radyasyona maruz kalan dokulardaki hasari1 azaltarak kanserli hastalarda yararl
olabilirler. Ancak, calismamizda kullandigimiz antioksidanin molekiiler temeli
hakkinda yeterli bilgi olmamasindan dolayr gerek preklinik ve gerekse klinik daha fazla
calisma yapilmasi ve 6zellikle etki mekanizmasi, toksisite ve yan etki profilinin daha net

ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.



6. SONUC

Siganlarda 900 cGy tiim viicut 1sinlamasi yapilarak iyonize radyasyona bagli akciger,
karaciger ve bobrek hasari olusturuldu, bunun gostergesi olan lipid peroksidasyon
tiriinlerinden MDA diizeyi, radyasyon grubunda kontrol grubuna gore yiliksek bulundu.
Iyonize radyasyon uygulanmasi ile CAT ve SOD gibi antioksidan enzimlerin etkilendigi
artma ve azalma meydana geldigi goriildii. Bu da iyonize radyasyonun olusturdugu
hasarin, serbest radikallerin asir1 liretilmesi; buna karsin antioksidan sistemin yeterince
caligmamas1 neticesinde meydana gelebilecegi gibi iyonize radyasyonun direkt

etkisinden kaynakli olabilecegini gostermektedir.

Radyoterapi grubunda doku MDA diizeyinde artma olmasi, akciger, karaciger ve bobrek
hasar1 sirasinda Ozellikle de membran yapilarinda lipid peroksidasyonunun arttigini
gostermektedir. Pycnogenol uygulamasi ile MDA diizeylerinde istatistiksel olarak
anlamli azalma goriildii. Radyasyon + antioksidan grubunda her iki antioksidan enzim
aktivitesinde de artis goriilmesi, pycnogenoliin antioksidan etkiye sahip bir ajan oldugu

sOylenebilir.

Siganlarin tiim viicut gama radyasyonuna maruz kalmasi akciger, karaciger ve bobrek
dokularinda comet parametrelerinde (L head, L tail, L comet, tail DNA, TM ve OTM
parametrelerinde) artma gozlendi ve hiicresel DNA hasariyla sonuglandi. DNA hasarinin
gostergesi olan artmis comet parametreleri akciger, karaciger ve bobrek dokusunda
radyoterapi grubunda kontrol grubuna gore kayda deger daha yiiksek saptandi. Ayni
zamanda, antioksidanin verilen dozun artmasiyla comet parametrelerinde de artma
gozlendi. Bu da bize antioksidanin toksik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ancak

radyasyon + antioksidan gruplarda comet parametrelerinin azalmis olmasi radyasyonun
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zararl etkilerine karst pycnogenoliin radyo koruyucu bir o6zellige sahip oldugunu

gosterebilir.

Akciger, karaciger ve bobrek dokusunda yapilan histo-patolojik degerlendirmeler
sonucunda da kontrol grubuna gore radyasyon ve antioksidan gruplarda bozulmus histo-
patoloji gozlenirken, radyasyon + antioksidan gruplarda radyasyon grubuna gore

diizelmis histo-patoloji gézlendi.

Calismamiz enzim, hiicre ve doku diizeyinde degerlendirildiginde pycnogenol; saglikli
dokular tizerinde potansiyel toksik etkiye sahip olmasina ragmen ayni zamanda iyonize
radyasyon hasarina kars1 radyo koruyucu etkisi de vardir. Bu koruyucu etki en 1yi y-1s1n1

+ P3pp grubunda goézlendi. En iyi radyo koruyucu etkiyi 300 mg/kg pycnogenol gosterdi.

Antioksidan etkileri gosterilen bir ajan olan pycnogenoliin iyonize radyasyona bagli
akciger, karaciger ve bobrek hasarina karsi koruyucu olarak kullanilmasi, ¢aligmamizin
verilerinden hareketle onerilebilir. Ancak, etki mekanizmasinin ve molekiiler temelinin
daha iyi anlasilmasi, doz, toksisite ve tolerabilite konularmin daha da agikliga
kavusmast igin, preklinik ve Klinik ¢aligmalara da gerek vardir. Ayrica daha molekiiler
boyutta ve cesitli enzim ¢aligmalar1 yapilarak iyonize radyasyonu neden oldugu hasarin
indirekt yolla m1 yoksa bilinenin aksine direkt yolla m1 oldugunun aydinlatilmasi
gerekmektedir. Calismamizin gelecekte yapmayr planladigimiz bu calismalara 151k

tutacag1 kanaatindeyiz.
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