T.C.

EGE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
RADYASYON ONKOLOJiSi
ANABILIM DALI
Prof. Dr. Arif Biilent Aras

WISTER-ALBINO SICANLARDA ISINLAMA SONRASI INTESTINAL
MUKOZADA OLUSAN DEGISIKLIKLER VE ASKORBIK ASIDIN

KORUYUCU ETKiSi

UZMANLIK TEZIi
Dr. Barbaros AYDIN

TEZ YONETICIiSi
Dog¢. Dr. Deniz YALMAN

iZMIR, 2010



TESEKKUR

Tezimin yazim asamasinda rutin is temposunun yogunluguna ragmen biiyiik bir
ozveriyle bana yardim eden tez danismanim Dog. Dr. Deniz YALMAN ’a,

Tezime konu bulunmasi ve ¢alismanin olusturulmasi sirasinda benden yardimlarini ve
bilgi paylasimini esirgemeyen Dog. Dr. Serra ARUN KAMER ’e,

Deneklerin patolojik incelemelerini biiyiik bir dikkat ve titizlikle yapan Patoloji
Anabilim Dalindan Do¢. Dr. Basak DOGANAVSARGIL e,

Simulasyon sirasinda yogun ig tempolarina ragmen yardimlarini esirgemeyen simulator
teknisyenlerine,

Fizik planlama sirasinda yardimlarini esirgemeyen Fiz.Yiiksek miihendisi Hakan
EREN’e

Asistanlik hayatim boyunca bana destek olan tiim hocalarima, birlikte ¢calistigim tiim

uzman ve asistan arkadaslarima,

Sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Dr. Barbaros Aydin



ICINDEKILER

Sayfa no
1. GIRIS VE AMAC 4
2. GENEL BILGILER 7
2.1. lIyonizan Radyasyonun Etki Mekanizmas1 7
2.2. Radikaller ve Etkileri 10
2.3. Antioksidanlar 21
2.4. C Vitamini 26
2.5. Intestinal Mukozanin Yapisi ve Radyasyonun Olusturdugu Hasarlar 31
3. GEREC VE YONTEM 35
4. BULGULAR 39
5. TARTISMA 50
6. SONUCLAR 55
7. OZET 56
8. KAYNAKLAR 58



1. GIRIS VE AMAC

Kanser tedavisinde kullanilan iyonizan radyasyon etkiledigi bolgelerde serbest radikal
olusumuna sebep olarak istenmeyen sistemik ve lokal hasarlara yol agmaktadir. Bu hasarlar
ozellikle reaktif oksijen atom ve molekiillerinin asir1 liretimine, dokularin pro-oksidan/anti-
oksidan dengesinin degismesine, protein, lipid ve DNA oksidasyonuna baglidir. Bu
tepkimeler neticesinde hastalarda ciddi yan etkiler olusabilmektedir. Oysa tedavideki amag
hastalig1 en az yan etki ile tedavi ederek yasam kalitesini arttirmaktir. Son yillarda gelistirilen
daha etkin tedavilerle kanserli hastalarda yasam siiresinin uzamasi yasam kalitesinin dnemini
ortaya ¢ikarmis ve yasam kalitesini yilikseltecek onlemler tizerinde daha fazla durulmasina yol
acmistir. Bu baglamda arastirilan konulardan bir tanesi de antioksidanlardir. Kanser
hastalarinda antioksidan savunmanin yetersiz oldugu disiiniilerek antioksidan destegiyle
gerek yan etkiler, gerekse hastalifin geriletilebilecegi yoniinde ¢ok sayida caligmalar
yapilmstir. Bu ¢alismalarin bir kismi1 C vitamininin kanserle iligkisini ve radyasyon hasarini
onlemedeki roliinii arastiran ¢aligmalardir.

Antioksidan olan C vitamini gibi bilesiklerin normal dokuyu radyasyonun ve bazi
kemoterapi ajanlarinin istenmeyen etkilerinden korudugu uzun yillardan beri bilinmektedir. C
vitamini normal dokularda bir antioksidandir. Kanser hiicresinde ise bir antioksidan enzim
olan katalaz miktar1 ¢ok diisiiktiir. C vitamini hiicre i¢indeki bakir ve demir ile reaksiyona
girerek pro-oksidan haline gecer. Bu reaksiyonlar sonucunda kii¢iik miktarlarda bir serbest
radikal olan hidrojen peroksit olusur. Bu serbest oksidan radikaller kanserli hiicrelerde
nétralize edilemez ve tahrip olurlar.! Boylece C vitamini kanser hiicresindeki farkh
metabolizmalar nedeni ile kanserli dokuda oksidan hale gecer. Ayrica kanser hiicreleri
kollajenaz salgilamalart nedeniyle bag dokusuna zarar verirler. C vitamininin kollajen

sentezini artirict etkisiyle bu olumsuz durumu kismen engelledigi diisiiniilmektedir. C



vitamini a-interferon diizeyini yiikselterek immun sistemi giiclendirici ve enfeksiyonlara kars1
direnci arttiric1 6zelliginin yani sira kemikte kalsiyum birikimini arttirarak da agr1 esigini
azaltmaktadir.>** Kanserli hastalara C vitamini verilmesiyle yapilan ¢alismalarin uzun takip
siirelerinde ciddi bir komplikasyon gozlenmemistir.” Antioksidanlarin diger bir énemli rolii de
radyasyonun olusturdugu hasarlar iizerindeki koruyucu etkileridir. Bir hiicrenin iyonizan
radyasyona maruz kalmasi ile hiicre icinde olusan serbest radikaller hiicrenin c¢esitli
bilesenlerinde hasara yol agmaktadir. Antioksidanlar hiicre ¢ekirdeginde DNA hasarinin
tamirine yardimci olarak, hiicre membraninda lipid peroksidasyonunu azaltarak, lipid
radikallerini yok ederek, antioksidan kapasitesi olan mitokondrinin bu kapasitesini arttirarak
ve apopitozu engelleyerek hiicreyi radyasyon hasarina kars1 korurlar.’

Radyasyon hasarina en fazla hiicre yenilenmesi hizli olan dokularda rastlanir.
Gastrointestinal kanal, kemik iliginden sonra radyasyonun etkilerine karst1 en duyarh
sistemdir. Ozellikle pelvik bolgeye radyoterapi uygulanan hastalarin yaklasik 1/4’inde ortaya
citkan kisa donem yan etkilerin en ciddilerinden birinin radyasyon enteriti oldugu
bilinmektedir.” yonizan radyasyonun intestinal mukozadaki akut etkisi kriptlerdeki epitelyal
mitozun inhibisyonuna bagldir.® Mitotik aktivitesi yiiksek olan Lieberkiihn bezi hiicreleri
Oliir, villus duvarinda diizlesme ve iilserasyonun yani sira septik infiltrasyon gelisir. Epitel
hasarmin sonucunda elektrolit, su ve protein kaybi ortaya ¢ikar. Yapisi bozulan epitelin
gecirgenligi de degistiginden bagirsak icindeki bakteri ve antijenler artarak mukozal
inflamasyona, hatta bakteriyemiye yol acarlar. Ortaya ¢ikan hasarlarin biiyiik oranda serbest
radikal kaynakli oldugu ve antioksidan maddeler kullanarak olumsuz etkilerin kismen
Onlenebilecegi ortaya konmustur.

Biitiin bu veriler esliginde giiclii bir antioksidan oldugu kanitlanmis olan C vitamininin
radyoterapi siirecinde serbest radikallerin olusturacagi normal doku hasarina karsi etkili

olabilecegi diisiiniilmiis, bu baglamda bir hayvan deneyi modeli olusturularak radyoterapinin



oksidatif hasarina kars1 C vitamininin koruyucu etkisinin 6zellikle radyoterapiye erken yanit

veren intestinal mukozada morfolojik incelemelerle ortaya konmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Iyonizan Radyasyonun Etki Mekanizmasi

Iyonizan radyasyonun biyolojik etkileri dendiginde aklimiza daha ¢ok canli
hiicrelerdeki etki gelse de, gercekte iyonizan radyasyonun yol actigi tiim biyolojik hasarlar
atomlarla etkilesme sonucu ortaya ¢ikar. Atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar kimyasal
reaksiyonlarda Oonemli rol oynarlar. Radyasyonun etkisiyle bu elektronlardaki degisimler
maddenin kimyasal 6zelligini degistirir. Atomlar molekiilleri, molekiiller hiicreleri, hiicreler
dokulari, dokular organlari, organlar biitiin viicudu etkiler. Hiicre i¢indeki DNA, RNA gibi
makromolekiillerde veya su molekiillerindeki bu degisimler radyasyonun dogrudan veya
dolayli etkileri olarak ikiye ayrilir:

1. Dogrudan etki (Direkt etki)

Eger radyasyon DNA molekiiliinlin atomlariyla veya hiicrenin yasami i¢in énemli olan
yapilarin atomlariyla dogrudan etkilesirse, buna direkt etki denir. Boyle bir etkilesim hiicrenin
cogalma ve yasama yetenegini etkiler. Eger kromozomlarin uygun replikasyonunu bozacak
kadar ¢ok atom etkilenmigse ve DNA molekiiliiniin tagidigr bilgide belirgin bir degisiklik
ortaya ¢ikmigsa hiicrenin yasamsal sistemi dogrudan hasar goriir.

2. Dolayli etki (Indirekt etki)

Iyonizan radyasyon sonucu olusan bazi ara iiriinler baska bir dizi kimyasal reaksiyona
girerek diger molekiillerin degismesine neden olurlar. Radyasyonun hiicrenin ¢ok kiigiik
kismini olusturan DNA ile etkilesime girme olasilig1 ¢ok diisiiktiir. Hiicre %70-90 oraninda su
icerdiginden indirekt etkiler, direkt radyasyon etkilerinden daha onemlidir ve radyasyon
hasarlarinin biiyiik 6l¢lide indirekt yoldan oldugu kabul edilmektedir. Radyasyon suyla

etkilestiginde su molekiiliinii bir arada tutan kimyasal baglar kirilarak hidrojen ve hidroksiller



aci8a cikar. A¢iga cikan bu molekiiller diger yapilarla tepkimeye girerek hiicreye zarar
verebilecek hidrojen peroksit gibi serbest radikallerin olusumuna neden olur.

Radyasyonun enerjisinin absorblanmasiyla biyolojik etkinin ortaya c¢ikis1 fiziksel,
kimyasal ve biyolojik kademe olmak iizere li¢ kademede gergeklesir (Sekil 1).

1. Fiziksel kademe

Iyonlastirict radyasyon ile canli dokular1 olusturan atom ve molekiiller arasindaki ilk
etkilesimleri kapsar. Bu kademede radyasyonun enerjisi maddeye transfer edilir ve bu olay
radyasyonu absorblayan maddenin molekiillerinde iyonlasma ya da uyarilmalara yol acar. Bu
iyonlagmalar sonucunda olusan serbest elektronlar diger komsu atomlarda da iyonlasmalara
neden olarak zincirleme bir iyonlasma olayini baslatir. Bu olaylar 107'%-10"? sn gibi ¢ok kisa
bir zaman siirecinde gerceklesir (Sekil 1).

2. Kimyasal kademe

Fiziksel kademede ortaya ¢ikan yeni triinler genellikle son derece kararsizdirlar ve ¢ok
kisa bir siire icinde sekonder reaksiyonlarin gergeklesmesine yol acarlar. Kimyasal kademede
hasar gérmiis atom ve molekiiller diger hiicresel yapilar ile reaksiyona girerler. Bu
reaksiyonlar basit ya da karmasik zincirleme reaksiyonlar seklinde gelisebilir ve serbest
radikallerin olusmasina yol acar. Cok reaktif olan bu yapilar hem kendileri, hem de ortamdaki
diger molekiillerle tepkimelere girerler. Bu olaylar 1072 sn ile birkag saat siirebilir.

3. Biyolojik kademe

Radyasyonun etkisi ile olusan tiim molekiiler degisiklikler biyolojik kademeyi
baslatirlar. Bu kademe boyunca canlida meydana gelen olaylar radyasyonun son biyolojik
etkisinin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar. Biyolojik kademe cesitli hasarlara yol agan enzim
reaksiyonlar1 ile baslar. DNA molekiilinde olusan hasarlarin bir kismi onarilabilir.

Onarilamayan hasarlar hiicre 6liimiine yol acar. Bunun yaninda genetik bozukluklar ve kanser



olusumu gibi gec biyolojik ekiler de ortaya ¢ikabilir. Biyolojik kademe saatler, hatta yillar

surebilir.

Indirekt etki
— T — T
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v
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Molekdiller arast enerji/nakli |
Yeniden dtizenlenme Yeniden dtizenlenme
Primer bozukluklar Serbest radikaller
Kimyasal kademe —
Biyomolekuillerle
reaksiyonlar
Molekiil ici enerji Biyomolekillerle
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R ¥
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Sekonder reaksiyonlar
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Molektler degisiklikler

& A
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Gec somatik etkiler e Akut radyasyon etkileri

\ 4 Genetik degisiklikler (mutasyonlar) Organizmantn Stimt

Sekil 1. Radyasyonun canlidaki etki kademeleri.



Hiicrelerin hepsinin radyasyona duyarliligi ayni1 degildir. Aktif olarak ¢ogalan hiicreler
daha duyarhidir. Ciinkii boliinen hiicreler yasayabilmek i¢in dogru DNA bilgisine ihtiyag
duyarlar. Radyasyonun aktif bir hiicreyle dogrudan etkilesimi hiicrenin Oliimiine veya
mutasyona ugramasina yol acar. Aktif olarak boliinmeyen hiicrelerde ise radyasyonun etkisi
daha azdir. Lenfositler ve kani olusturan hiicreler siirekli ¢ogalan hiicreler oldugundan
radyasyona en duyarli hiicrelerdir. Ureme sistemi ve gastrointestinal sistem hiicreleri
lenfositlere gore daha yavas ¢ogalirlar ancak radyasyona olduk¢a duyarhidirlar. Sinir ve kas
hiicreleri en yavas cogalan hiicreler oldugundan radyasyona direnglidirler. Organlarin

radyoduyarlilig1 da organ1 olusturan hiicrelerin radyoduyarliligiyla paraleldir.

2.2. Radikaller ve Etkileri
Atomlar, proton ve noétronlardan olusan pozitif yiikli bir c¢ekirdek ve cekirdegin

etrafinda bulunan negatif ytiklii elektronlardan olusur (Sekil 2).

Sekil 2. Atomum yapist.
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Cekirdek etrafinda 151k hiz1 ile hareket eden elektronlarin bulundugu yere orbital denir.
Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis elektron
bulundurduklarinda bozulur.”'™"" Yériingesinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis
elektron bulunduran molekiil, atom veya iyona radikal denir. Bagka bir ifadeyle serbest
radikaller, negatif yiikli elektron sayisi, pozitif yiiklii proton sayis1 ile esit olmayan
molekiillerdir.”'?

Tim kimyasal ve biyokimyasal tepkimeler atomlarin dis orbitallerindeki elektronlar
seviyesinde gerceklesir. Dis orbitallerde paylasilmamis elektron bulunmasi durumunda
yapinin reaktivitesi olaganiistli arttig1 icin, radikaller reaktivitesi ¢ok yliksek olan kimyasal
tiirlerdir ve canli hiicrede bulunan tiim molekiillerle reaksiyona girebilirler. Radikaller baslica
ti¢ temel mekanizma ile olusur:

1. Kovalent baglarin homolitik kirilmast

Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin
kirilmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri ayr1 ayri

atomlar tlizerinde kaliyorsa, bu tiir kirilmaya homolitik kirilma denir ve her iki atom tlizerinde

de paylasilmamis elektron kalir (Sekil 3).

X X X (radikal) “X(radikal)

® 0 @ O

Sekil 3. Kovalent baglarin homolitik kirilmasi.
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2. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi

Radikal 6zelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasilmamis elektron kaliyorsa radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon ve
tokoferoller gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron verip radikalleri

indirgerken, kendilerinin radikal formu olusur (Sekil 4).

Serbest radikal

Sekil 4. Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi.

3. Normal bir molekiile elektron transferi

Radikal 6zelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden olabilir (Sekil
5). Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan
superoksidin olusumuna neden olur. Superoksit radikalinin yapimindaki artis da, oksijenin
diger radikal tiirlerinin ve diger atom merkezli radikallerin olusumu i¢in tetik fonksiyonu

gorur.

\ 4

Serbest radikal

Sekil 5. Normal bir molekiile elektron transferi.
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Insan viicudunda pekcok serbest radikalin varli§1 gosterilmekle birlikte, en yaygin
olanlar1 oksijen kaynakli serbest radikallerdir. Atmosferimizde fotosentetik canlilarin faaliyeti
sonucu olusan oksijen molekiilii en bol bulunan molekiillerden biridir. Oksijen biitiin canlilar
icin vazgecilmez bir element olup hidrojen, karbon, nitrojen ve kiikiirt ile birlikte organik
molekiillerin temel yapisal atomlarini olusturur. Bunun yaninda, aerobik canlilarin enerji
metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati bir 6neme sahiptir. Bilinen biitiin canli tiirleri,
organik molekiillerin i¢indeki sekli ile oksijene gereksinim duysalar da, serbest formdaki
molekiiler oksijen her canli tiirii i¢in ayn1 anlami ifade etmez. Aerobik canlilar yasamlari i¢in
mutlaka molekiiler oksijene gereksinim duyarken, anaerobik canlilar oksijene bagimli
degildirler. Anaerobik canlilarda oksijenin toksik etkisinin nedeni, oksijenden kaynaklanan
bazi reaktif yapilarin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif yapilara karsi anaerobik
canlilarda savunma sisteminin bulunmamasidir. Oksijen sadece anaerobik canlilarda degil
yasamlar1 i¢in mutlaka molekiiler oksijene bagimli olan aerobik canlilarda da toksik etki
gosterebilir. Oksijenin canlilardaki toksik etkileri baglica iki mekanizma ile gergeklesir:

1. Enzim inhibisyonu

Aerobik canlilarda gbzlenen oksijen toksisitesinin ilk agiklamasi, molekiiler oksijenin
baz1 enzimleri inhibe ettigi seklindedir. Ornegin oksijen, glutamat dekarboksilaz enzimini
inhibe ederek beyinde gamma-amino-butirik-asit (GABA) diizeyini diisiirmektedir. Ancak
osijenin enzim inhibisyonu etkisi ¢ok sinirlt ve zayiftir.

2. Serbest oksijen radikalleri

Ik kez 1954 yilinda, oksijenin biyolojik sistemlerde gériilen toksik etkilerinin, oksijenin
bazi reaktif bilesiklerinden kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir.”> Bugiin oksijenin
canlilardaki toksik etkisinin oksijen radikalleri olarak adlandirilan ve oksijenin viicuttaki
metabolizmast sirasinda olusan reaktif bilesiklerden kaynaklandigi bilinmektedir. Oksijen

metabolizmada en son suya indirgenirken, kismi olarak indirgenmesi ile de ¢ok sayida reaktif
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oksijen tiirleri (reactive oxygen species=ROS) olusmaktadir.”'*'* Tablo 1’de bazi

oksijen tiirleri ve tahmini yar1 dmiirleri gosterilmistir.

Tablo 1. Reaktif oksijen tiirleri ve tahmini yar1 omiirleri *'*

reaktif

Reaktif oksijen tiirleri

02_ Siiperoksit anyon radikali
H202 Hidrojen peroksit

OH Hidroksil radikali

lo2 Singlet oksijen

RO Alkoksil radikali
ROO Peroksil radikali

Q Semikinon radikali
NO Nitrik oksit radikali

ONOO Peroksinitrit

Yar1 6miir (sn)

Enzimatik

Enzimatik

9

10

-6

10

-6

10
7

Gilnler
0,1-10 sn

0.05-1

Kararsiz halde olan bu molekiiller ¢evrelerindeki diger

molekiiller ile reaksiyona

girerek onlardan elektron alip kararli hale gelmeye calisirlar'>'® (Sekil 6). Reaktif oksijen

bilesikleri, maruz kalinan miktar ve siireye bagh olarak hiicre fonksiyonlarini bozarlar.”!”

Viicutta gerceklesen ve oksidasyon denen bir grup kimyasal reaksiyon sonucunda

ortaya c¢ikan serbest radikaller, 6zellikle DNA {izerinde hasara yol acarak bir¢ok hastaliga

zemin hazirlamaktadir. Biyolojik ihtiyacin {izerinde iiretilen radikaller gozlenen toksik

etkilerden sorumludurlar. Diisiik miktarlardaki radikal yapiminin etkileri ¢cok uzun bir siire¢

sonunda -Ornegin yaslanma sonunda- goriiliirken, yiiksek miktarda ve yaygin radikal

yapiminin etkileri daha kisa siirede ve patolojik bir durum olarak karsimiza cikabilir.
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02 HO -
Siper oksit
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|
F atalaz
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Sekil 6. Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu. 17

LH

Bulundugumuz cevrede c¢esitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle devamli
bir radikal yapimi1 vardir. Normal biyokimyasal tepkimeler sirasinda olusan oksijen radikalleri
ile cesitli biyolojik fonksiyonlar1 yerine getirmek {izere iiretilen nitrik oksidin miktarlar
genellikle ¢ok diisiiktiir. Diisiik yogunluktaki reaktif tiirler, hiicrelerin antioksidan sistemleri
tarafindan inaktive edildiklerinden Onemli toksik etkilere neden olmazlar. Ancak bu
radikallerin yapimlar1 c¢esitli patolojik durumlarda artabilir, ¢cogunlukla da her iki radikal
bilesik grubunun olusumu birbiri ile paralel seyreder. Ornegin inflamasyon durumlarinda
aktive olan lokositler ayni anda hem oksijen radikallerini, hem de nitrik oksidi yiiksek
yogunlukta sentezlerler. Nitrik oksit, oksijen radikalleri ile tepkimeye girerek veya oksijenli
ortamlarda oksitlenerek, kendisinden ¢ok daha reaktif tiirlerin olusumuna neden olur. Oksidan
stres diye adlandirilan oksijen radikallerinin fazla yapiminin neden oldugu etkilerin toplamini

nitrik oksidin reaktif tiirlerinden kaynaklanan toksik etkilerden ayirmak miimkiin
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olmadigindan oksidatif hasar, superoksitten kaynaklanan radikaller ile nitrik oksidin reaktif
tiirlerinin neden oldugu hasarlarin bir toplami olarak degerlendirilir. *'*"

Oksijen radikallerinin etkisiyle ortaya ¢ikabilecek oksidatif hasarlar1 6nlemek amaciyla
canli sistem tarafindan gergeklestirilen pek c¢ok korunma mekanizmasi vardir. Bunlar
intraselliiler ve ekstraselliiler olmak iizere iki gruba ayrilir. >

Ik ve temel antioksidan savunmasi enzimatik olarak yapilmaktadir (Sekil 7). En 6nemli
intraselliiler enzimlerin siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
glutatyon rediiktaz (GSSG-R) ve katalaz (KAT) oldugu bilinmektedir. Sonraki savunma hatti
ise ekstraselliiler nonenzimatik antioksidanlar tarafindan olusturulur. Bunlar E vitamini, C

vitamini, B-karoten, transferrin, seruloplazmin, albumin, haptoglobin gibi bilesiklerdir. *'**'

serbest Eadieal olugumn we Métralizasyonm

ANTIOKSIDAN

Sethest radikali
nitralize etmek
igin elektron
VEHY

Maormal

oksijen

atormu

Atom witkk hale gelir ve wiiksek
reaktif Gzelliktedir

Sekil 7. Serbest radikallerin antioksidanlarla nétralizasyonu.
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Serbest radikallerin etkisiyle ortaya ¢ikan bozukluklarin basinda cesitli hiicre
zarlarindaki lipid peroksidasyonu gelmektedir. Lipid peroksidasyonu, serbest radikaller
tarafindan baslatilan ve zarlarin yapisindaki doymamis yag asitlerinin oksidasyonuna neden
olan kimyasal bir olay olarak tanimlanmaktadir. °**

Serbest radikaller ve oksijen tiirevi serbest radikaller niikleik asitler, serbest amino
asitler, proteinler, lipidler, lipoproteinler, karbonhidratlar ve bag dokusu makromolekiilleri de
dahil olmak iizere, canli organizmalarin yapisinda bulunan hemen hemen biitiin bilesiklerle
reaksiyona girerek geri doniisimlii  veya geri doniisiimsiiz hasar meydana

getirebilmektedirler’ (Tablo 2). Bunlarin inflamasyon, iskemi ve reperfiizyon,

kanserogenez, yaslanma gibi silireglerin olusumunda etkili olduklar1 yapilan calismalarda

gosterilmistir. *22°
Tablo 2. Serbest radikallerin hiicredeki baslica zararli etkileri °

Doymamis yaglar -Kolesterol ve yag asitlerinde oksidasyon
-Lipidlerde ¢apraz baglanmalar
-Organel ve hiicrelerde ¢apraz baglanmalar

Karbonhidratlar -Polisakkaritlerin depolimerizasyonu

Niikleik asit bazlar -Hidroksilasyonlar
-Mutasyonlar, kimyasal modifikasyonlar
-Sekerlerde benzer reaksiyonlar

Kiikiirtlii amino asitler -Protein denatiirasyonu ve caprazlanma
-Enzimlerde inhibisyon

Proteinler -Peptid zincirlerinde kopma
-Denatiirasyon

Niikleik asitler -Tek ve ¢ift iplik¢ik kirilmalart
-Proteinlerde ¢apraz baglar
-Baz icermeyen bolgeler

Hiyaluronik asit -Sinoviyal s1vi akigkanliginda degisme
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Serbest radikallerin lipidler iizerine etkileri

Hidroksil radikali ile olusan en 6nemli ve iyi bilinen reaksiyon lipid peroksidasyonu
(LPO) olarak bilinen serbest radikal zincir reaksiyonudur.

Organizmada yer alan biyolojik zarlar, poliansatiire yag asitleri ile amfipatik lipidler ve
zar proteinlerinin birlesmesinden olusur. LPO, ¢oklu doymamis yag asitlerinin radikaller ile
oksidasyonu sonucu baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlari seklinde uzayan, lipid
peroksitlerinin aldehit tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi iiriinlere ¢evrilmesi
seklinde sonlanan siiregtir.”*"=®

LPO sonucu meydana gelen bu geri doniistimsiiz hasar "OH radikalinin membranlara
yakin bolgelerde ortaya ¢ikan membran fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine
saldirmastyla olusur.”?’ Reaksiyon sonrasi OH radikali ortadan kalkar fakat membranda
karbon merkezli lipid radikali olusur. Olusan lipid radikali dayaniksizdir ve degisiklige ugrar.
Molekiil i¢i ¢ift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle konjuge dien yapilar1 ve daha sonra
lipid radikallerinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid peroksil radikali meydana

gelir 72" (

Sekil 8). Lipid peroksil radikalleri, membran yapisindaki diger poliansatiire yag
asitleri ile reaksiyona girerek yeni karbon merkezli radikaller olustururken, kendileri de agiga
cikan H. parcacigi ile birleserek lipid hidroperoksitlerine doniisiirler. Boylece olay kendi
kendine katalizlenerek devam eder.”?’

Lipid hidroperoksitlerinin membranlarda birikimi sonucu, membran fonksiyonlar
bozulur ve hiicre kollabe olur. Lipid radikallerinin hidrofobik yapida olmasi nedeniyle
reaksiyonlarin ¢ogu membrana bagli molekiillerde meydana gelir. Peroksil radikalleri ve
aldehitler, membran komponentlerinin gapraz baglanma ve polimerizasyonuna neden olur.’
Bu polimerizasyon neticesinde membran enzimleri inaktive olur, buna bagli membran

proteinleri de zarar gérerek iyon transportu etkilenebilir. Plazma lipoproteinleri ve 6zellikle

diisiik dansiteli lipoproteinler de oksidasyona ugrayabilirler. Okside lipoproteinler hiicre
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- e 931,32
fonksiyonlarinin bozulmasina aracilik edebilirler.””"

LPO reaksiyonu ya toplayici antioksidan reaksiyonlarla sonlandirilir veya otokatalitik

. . 9,27
yayilma reaksiyonlari ile devam eder.”

Cok Doymamis Yag Asidi N\__/ N\__/ “\__/

[

Lipid Radikali AN AN AN

Dien konjugat R\‘-.‘_ i J-\'-:' .,.r"\_/
/

l.r 02

Lipid peroksil radikali
pid peroksil radika H\k_ \ /A‘a

/

- -

/

AN AN 4
H H R“} t(\\ ;"/\‘\—;f
Hidroperoksid !
_Gl Endoperoksid
Y

Malondialdehad

Sekil 8. Lipid peroksidasyonunun kimyasal yolu.*®

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri sonucu kanser, hipertansiyon,

yashilik, koroner kalp hastalig1 gibi bir¢ok hastalik ortaya ¢ikabilir. Burada radikal {iretiminin
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arttig1 ve antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gdsterilmistir.”'**° Glukoz,
mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda oto-oksidasyona ugrayarak, siiperoksit ve
hidrojen peroksiti meydana getirirler. Okzoaldehitler DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme
ve aralarinda c¢apraz baglar olusturma Ozelliklerinden dolayr antimitotik etk
gosterirler, 1214192324

Serbest radikallerin proteinler iizerine etkileri

Proteinler lipidlere gore daha az etkilenirler. Doymamis bag ve siilfiir iceren amino
asitlerden meydana gelmis proteinler serbest radikallerden daha fazla etkilenir.”*° Serbest
radikal ile etkilesim sonras1 karbon merkezli radikaller ve siilfiir radikalleri olusur. Proteinler
tizerinde olusan oksidasyonlar yapi degisimine neden olacagindan proteinleri proteolitik
yikima gotiriir. Serbest radikallerin meydana getirdigi hasar sonucunda ¢apraz baglanmalar,
proteinlerde fragmantasyon ve proteinlerin agregasyonu meydana gelir. Yapilart bozulan
proteinler normal fonksiyonlarini meydana getiremezler. Protein yapisinda olan enzimler de
bu durumdan etkilenecegi icin fonksiyonlarini yerine getiremezler.'*>*

Serbest radikallerin niikleik asitler iizerine etkileri

Iyonizan radyasyon serbest oksijen radikallerinin olusumuna sebep olarak niikleik
asitlerin reaktif oksijen tiirleri ile reaksiyonu sonucu hiicrenin 6liimiine yol agar. Reaktif
oksijen tiirlerinin DNA ile etkilesimi ¢ift sarmalin ayrilmasina veya niikleik asit baz
degisimlerine neden olabilir. Bu da kromozal mutasyonlar ve sitotoksisite ile
sonuglanur,”'®'%2°

Hidroksil radikali, DNA’da piirin ve pirimidin bazlariyla etkilesime girerek
mutasyonlara neden olabilir. Niikleik asitler de doymus karbon atomlarindan hidrojen

¢ikarir.’® Baz modifikasyonlar, baz delesyonlari, zincir kirlmalari gergeklesebilir. ileri

derecedeki DNA hasarlar1 tamir edilemediginden hiicre 6liimiine neden olur. Reaktif oksijen
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tiirleri, DNA’nin oksidatif hasar1 sonucu karsinogenez, gesitli hastaliklar ve yaslanmada
6nemlidir.'®

Singlet oksijenin niikleik asitlerle tepkimeye girmesi daha az olasidir. Siiperoksit
anyonu gii¢lii bir oksitleyici oldugundan, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler

iceren molekiillerle daha kolay tepkimeye girer.”!

2.3. Antioksidanlar
Serbest radikal olusumunu engelleyen ya da olusmus serbest radikallerin zararh
etkilerini Oonleyen maddelere genel olarak antioksidanlar denir. Antioksidanlar iki grup

altinda degerlendirilebilir:

~

. Enzimatik antioksidanlar

e Siiperoksit dismutaz

o Katalaz

e (Glutatyon peroksidaz

e Fosfolipid hidroperoksit glutatyon
e Peroksidaz

e (Glutatyon S-transferaz (GST)

e Glutatyon rediiktaz

2. Enzimatik olmayan antioksidanlar
e Rediikte glutatyon

e Tioller (glutatyon, tioredoksin ve lipoik asid)
e C vitamini

e E vitamini

e [-karoten
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Diger enzimatik olmayan antioksidanlar lutein, likopen, glutamin, asetilsistein, ginkgo
biloba, metiyonin, selenyum, B¢ vitamini, B, vitamini, melatonin, ¢inko, magnezyum ve folik
asittir.

Antioksidan savunmanin ilk basamag siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi tarafindan

katalizlenen siiperoksitin hidrojen perokside (H,0,)’e dismutasyonudur, *'#2%2434-3

Oy + Oy +2H ———»0, + H,0,
Ik olarak inek eritrositlerinden saflastirilan bu enzimin ksantin-ksantin oksidaz deney

sistemine eklendiginde sitokrom c’nin indirgenmesini inhibe ettigi bulunmustur.’>*

20, +2H ——#»H,0,
H'+ 0, + H,0,———»0, + OH + H,0

SOD tarafindan katalizlenen bu tepkime “dismutasyon tepkimesi” diye adlandirilir.
Stiperoksit, 6zellikle hafif asidik kosullarda SOD olmadan kendiliginden dismutasyonla da
H,0,’e ¢evrilebilir.

SOD aerobik hiicrelerde oksijen radikalinin zararina karsi intraselliiler savunmada
9,22,40

bliyiik rol oynar. SOD’nin aktivitesinde yaslanmaya bagli bir azalma olmaktadir.

SOD’nin insanda iki tipi bulunmaktadir:
e Sitozolde bulunan, dimerik, Cu ve Zn igeren izomer (Cu-Zn SOD)
e Mitokondride bulunan tetramerik Mn igeren izomer (Mn-SOD)

Bu iki tipinden ayr1 olarak insanda bulunmayan ve Fe igeren bir izomeri (Fe-SOD) ve
ekstraselliiler SOD (EC-SOD) tanimlanmistir.”*' Ayni tepkimeyi katalizlemeleri disinda

Mn-SOD ile Cu-Zn SOD arasinda hicbir ortak yapisal 6zellik yoktur.?'

Hiicre i¢inde degisik konsantrasyonlarda bulunabilen ve dort tane hem grubu igeren
molekil agirligr 248 000 Dalton olan diger antioksidan katalaz (KAT)’dir. Katalaz bir

hemoproteindir, H,O,yi molekiiler oksijen ve suya katalizler.”'>*
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KAT
2H,0,———* 2H,0+ O,

Hiicrede peroksizomlarda daha fazla yogunlukta bulunan H,0O, ile metil, etil
hidroperoksitleri gibi kii¢iik molekiillere karsi antioksidan aktivite gosteren katalaz enzimi
bliyiik molekiillii lipid hidroperoksitlerine karsi etkili olamamaktadir. Viicutta yogun olarak
bulunduklar1 yerler mukoz membranlar, kan, kemik iligi, karaciger ve bobrekler olarak
siralanabilir. '2*%2%4

Hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan sorumlu olan diger bir enzim
molekiil agirligir 85 000 Dalton olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px)’dir. Dort alt iiniteden
olusur. Her alt iinite bir selenyum atomu igerir. Bu nedenle hiicreleri ¢esitli hasarlara karsi
koruyan bir selenoenzim ismini almistir.'*** En yogun sitoplazmada, daha az oranda ise
mitokondride bulunur. Intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyarak hiicrenin

yapisini ve fonksiyonunu koruyan en 6nemli enzimdir. Enzim aktivitesini en fazla eritrositler,

karaciger ve akcigerlerde gosterir.”'*** GSH-Px asagidaki reaksiyonlari katalizler:

GSH-Px
H,O, + 2GSH—® GSSG + H,0

GSH-Px
ROOH + 2GSH——® GSSG + ROH + H,O

Bir diger sitozolik enzim, membran fosfolipid hidroperoksitlerini alkole indirgeyen
fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidaz (PLGSH-Px)’dir. Membrana bagli bir
antioksidandir. E vitamininin yetersiz oldugu durumlarda membranin peroksidasyonuna karsi

<1 21,38,45,46
koruma saglar. ©7
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PLGSH-Px asagidaki reaksiyonlar1 katalizler:

PLGSH-Px

H,0, + 2GSH ——»GSSG + H,O

PLGSH-Px

ROOH + 2GSH —»GSSG + ROH + H,0

PLGSH-Px

PLOOH + 2GSH——® GSSG + PLOH + H,O

Hidroperoksitlerin rediikte olmasi ile meydana gelen okside glutatyon (GSSG),

glutatyon rediiktazin (GSSG-R) katalizledigi reaksiyon ile tekrar glutatyona (GSH) doniistir.

GSSG-R

GSSG + NADPH + H. —®»2GSH + NADP

Selenyuma bagli olmayan glutatyon peroksidaz  olarak adlandirilan glutatyon
S-transferaz enzimi membran lipid peroksidasyonunu fosfolipaz A2’nin varliginda inhibe
eden bir antioksidandir. Selenyum aragidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak {izere
lipid peroksitlerine karsi bagimsiz glutatyon peroksidaz gibi aktivite gostererek antioksidan

etki olusturur.'®***" Asagidaki reaksiyonu katalizler:
ROOH +2GSH —»GSSG + ROH + H,O

Diger bir antioksidan enzim glutatyon rediiktaz’dir. Okside glutatyonun tekrar rediikte
hale doniistiirtildiigli tepkimeyi katalizler. Reaksiyonun gerceklesmesi i¢in NADPH’a ihtiyag

18,30
vardir. ™

GSSG-R

GSSG + NADPH + H ———®2GSH + NADP"
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Solunum zincirinin son enzimi olan mitokondriyal sitokrom oksidaz enzimi
siiperoksidi detoksifiye eden bir antioksidan enzimidir.’® Bu detoksifikasyon tepkimesi
16,18,19

fizyolojik kosullarda siirekli devam eden bir reaksiyon olup enerji iiretimi saglanir.

Asagidaki reaksiyonu katalizler:
40™ + 4H" + 46 ——#2H,0

C vitamini, E vitamini gibi enzimatik olmayan antioksidanlar viicutta cesitli ylikseltme
ve indirgenme tepkimelerinde rol alarak bulunduklar1t bdolgeyi, yapilar1 ve hiicreleri
radikallerin baglatacagi istenmeyen oksidatif reaksiyonlara kars1 korurlar.

Antioksidanlarin inflamatuar sitokinlerin salmimini  azalttigr  gdsterilmistir.*®*

Radyasyona maruziyet sonrasi lokal olarak ortaya ¢ikan serbest radikaller inflamatuar cevabi
baslatarak sitokinlerin ve inflamatuar medyatorlerin salininmina neden olmakta ve hiicre
membran permeabilitesi bozularak hiicreler apopitoza gidebilmektedir. Antioksidanlar
inflamasyona cevap verecek olan sitokinlerin diizeylerini azaltirlar. Mitjans ve arkadaslar
antioksidan uygulanmasindan sonra inflamasyonda salgilanan IL-1B, TNF-a ve IL-8
diizeylerinde azalma tespit etmislerdir.”® Haddad ve arkadaslari antioksidanlarin IL-10
seviyesinde artisa neden oldugunu, bunun da diger sitokinlerin sentezini azalttigini
gdstermislerdir.”’

Antioksidanlarin radyasyonun akut etkilerini Onleme veya azaltmanin yani sira
oksidatif stresin yol actig1 kronik etkileri dnlemede de roliiniin olabilecegi diisiiniilmektedir.
Kennedy ve arkadaglari pelvik radyoterapiye bagli kronik radyasyon proktiti gelisen 20
hastaya bir yil siireyle antioksidan olarak C ve E vitamini uygulamislar, bir y1l sonunda
yaptiklar1 degerlendirmede vitamin uygulanan hastalarda radyoterapiye bagli diyare, kanama,
defekasyon siklig1 gibi gec yan etkilerde anlamli derecede azalma ve hayat kalitesinde artma

tespit etmislerdir.>

25



2.4. C vitamini (Askorbik Asit)

Vitaminler, organizma tarafindan {iretilmeyen, ancak normal hiicrenin yasamini
siirdiirebilmesi ve organizmadaki tepkimelerin devami i¢in gereksinim duyulan kiigiik
molekiillerdir. Yaklagik 20 degisik vitamin tanimlanmistir. Her vitaminin metabolizmada
belirli fonksiyonlar1 vardir. Organizmanin vitamin gereksinimi yas, cinsiyet, stresli yasam,
alkol kullanimi, hastalik gibi bircok durumlarda farklilik gosterebilmektedir. Vitaminlerin
yetersizligi ya da birikimi metabolizmada 6nemli sorunlara yol agabileceginden vitaminlerin
gereksinim duyuldugu miktarlarda alinmasi zorunludur. Vitaminler genel olarak iki grupta

incelenebilir:
1. Yagda ¢oziinen vitaminler

Bilesimlerinde sadece karbon (C), hidrojen (H) ve oksijen (O) bulunan, bitkisel ve

hayvansal kaynakli olan A, D, E ve K vitaminleridir.
2. Suda c¢oziinen vitaminler

B vitaminleri ve C vitamini suda ¢dziinen vitaminlerdir. Onemli bir kismi1 C, H, O, azot
(N) ve kiikiirt (S) elementlerinden olusurken, bir kismi da yagda ¢dzlinen vitaminlerde oldugu

gibi yalniz C, H, ve O’den olugsmustur.

C vitamini (askorbik asit) bir ketolaktondur. Organizmada askorbik asitin yapilamamasi
ve fazlasmin viicutta depolanmadan atilmasi nedeniyle ihtiyaci karsilayabilmek icin siirekli
alinmas1 gerekir. Yetmis kilogramlik bir insan i¢in Onerilen giinliikk alim ortalama 40-60
mg’dir. Bitkisel kaynakli yiyecekler zengin C vitamini igerirler. C vitamininin iki aktif formu
vardir. Bunlar rediiktan maddeler olan L-askorbik asit ve L-dehidroaskorbik asit’tir’® (Sekil 9,

10).
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Sekil 9. L-askorbik asit. Sekil 10. L-dehidro askorbik asit.

C vitamini giicli indirgeyici aktivitesinden dolay1r giiglii bir antioksidandir.
Metabolizmada reaktif oksijen tiirlerine karsi koruyucu etki saglar, siiperoksit, hidroksil
radikalleri ve singlet oksijenle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz kilar. C vitamini akcigerler,
goziin lensi gibi sulu ortamlarda antioksidan etki gostermektedir.® Askorbik asitin iki
hidroksil grubu oldugundan di-asittir. Fizyolojik pH’da C vitamini %99,9 AscH™ formunda
bulunur. Antioksidan o6zelligini de bu formu gergeklestirir. AscH™ bir verici (dondr)
antioksidandir ve serbest radikallerle tepkimeye girerek kararl trikarbonil askorbat bilesigini
meydana getirir (Sekil 11). Askorbik asitin ROS tiirevleriyle tepkimeye girmesinden sonra
olusan son {irlin semidehidroaskorbattir. Bu molekiil son, kii¢iik bir antioksidan molekiildiir

ve biyolojik sistemlerde oksidatif stresi 6lgmede kullamlabilir.'*°
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Sekil 11. C vitamininin farkli formlarimin serbest oksijen radikalleri ile etkilesimi.

C vitamini sulu fazda olmasina ragmen lipid peroksidasyonunu baslatici radikalleri yok
ederek membranlar1 oksidan hasara karsi korur. Bazi ¢caligmalar, radyasyon hasarinda ortaya
¢ikan serbest radikalleri baglayarak, koruyucu etki yaptigim gostermistir.”*>>* C vitamini
oksijen disinda ferr6z demiri (Fe'?) ferrik demire (Fe™) indirgeyen hiicre i¢i tek molekiil
olup, fenton reaksiyonunda (Fe’" + H,0, —— Fe¢’™ + OH + OH) bu ozelligi ile
hidrojen peroksit lizerinden hidroksil radikalinin iiretimine neden olur. Yiiksek dozlarda pro-
oksidan etkisinden dolay1 hala antioksidan etkin dozu ile ilgili caligmalar giincelligini
korumaktadir.”*>°

Yapilan bazi caligmalar serum askorbik asit seviyesi diisiik olan kisilerde gastrik
metaplazi ve kronik gastrit oranlarmm daha yiiksek oldugunu gostermistir.”” Bu durum
muhtemelen askorbik asitin olusan N-nitroz bilesiklerinin ¢evredeki nitrit ve amin
bilesikleriyle etkilesimlerini engellemesinden kaynaklanmaktadir. C vitamininin benzer

koruyucu etkisi akciger kanseri ve kolorektal kanserlerde de gtisterilmistir.i58 Knekt ve

arkadaslar1 Finlandiya’da 20-65 yaslar1 arasinda kanser tanis1 almamais, sigara igmeyen 4538
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erkegi 20 yil takip ederek karotenoid, C vitamini ve E vitamini alimimin akciger kanseri
olusma riskiyle iliskisini degerlendirmislerdir.”® Takip siirecinde toplam 117 olguda akciger
kanseri gelismis, karotenoid, C vitamini ve E vitamini alan grupta akciger kanseri i¢in rolatif
risk 1,8 (p=0,01) iken vitamin almayan grupta 4,0 (p<0,001) bulunmustur. Calismada
karotenoid, C vitamini ve E vitamini aliminin sigara i¢meyenlerde akciger kanserini
Onleyebilecegi sonucuna varilmistir. Kune ve arkadaslarimin kolorektal kanser gelisimiyle
kronik hastaliklar ve ila¢ kullanimi (aspirin, vitamin) arasindaki iliskiyi arastirdiklari
caligmalarinda 715 kolorektal kanserli olgu ve 727 kisilik kontrol grubu degerlendirilmis,
aspirin, retinol ve C vitamini alanlarda kolorektal kanser riskinin daha az oldugu
belirlenmistir (p<0,001).° Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Bilim Akademisi Yiyecek ve
Beslenme Heyeti 2000 yilinda sadece E ve C vitamini ile selenyumu diyetle alinabilecek
antioksidanlar olarak belirlemistir.”

In vitro ¢alismalar C vitamininin doza bagimli olarak hiicrede lipid peroksidasyonunu
engelledigini gdstermistir.'' Bazi in vivo ¢alismalarda C vitamini uygulamasmim ardindan
oksidatif DNA, lipid ve protein hasarlarinda énemli diizeyde diisiisler goriilmiistiir.”® Demir
varhiginda dahi C vitamini in vivo oksidatif hasar1 onlemektedir. C vitamininin gen
ekspresyonu, apopitoz ve diger hiicresel fonksiyonlar iizerine diizenleyici etkisi

57 Yine birgok c¢alismada C vitamininin uyartlmis hiicre Oliimiinii

bulunmaktadir.
engelledigi ortaya konmustur. C vitamininin bu koruyucu niteligi antioksidan 6zelligi ile
gerg:eklesmektedir.54

C vitamini radyasyonun indiikledigi kromozomal hasarlara karsi koruyucu etki
gostermektedir. Sarma ve Kesevan’in ¢alismasinda farelere 1 Gy tiim viicut 1s1nlamasindan 2
saat once, hemen sonra ve 2 saat sonra C ve E vitaminleri per oral verilmis ve kemik

iligindeki kromozomal degisiklikler incelenmistir.’® Her iki vitaminin de kemik iligi

hiicrelerinde mikroniikleus ve kromozom aberasyonlarinin sikligini belirgin olarak azalttigi,
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ayrica 1sinlamadan hemen sonra yapilan uygulamanin i1sinlamadan 2 saat 6nce yapilan kadar
etkili oldugu goriilmiistiir.

Okunieff’in farelerde fibrosarkom olusturarak yaptigi calismasinda tiim viicut
1sinlamasindan 50 dakika Once intraperitoneal askorbik asid (4,5 g/kg) uygulamasinin
Oliimciil radyasyon sendromu ve cilt deskuamasyonu olusturacak radyasyon dozunu belirgin
olarak arttirdigi, tek yliksek doz C vitamini uygulamasinin sitotoksik olmadigl ve tiimor
remisyonu saglayan radyoterapi dozunu etkilemedigi bildirilmistir.®’ Konopacka ve
arkadaslar1 1sinlamadan hemen o©nce ve sonra C, E vitaminleri ve B-karoten uyguladiklari
farelerin kemik iligindeki polikromatik eritrositlerde ve dokiilen mesane hiicrelerinde
radyasyonun indiikledigi mikroniikleus olusumuna karsi belirgin korumanin oldugunu
g('irmiislerdir.62 Blumenthal ve arkadaglarimin calismasinda E, C ve A vitamini
kombinasyonunun farelerde I'"’le radyoimmun tedavinin toksik etkilerini azalttig:
bildirilmektedir.

C vitamini transkripsiyon faktorlerinden aktivatér protein-1 (AP-1) kompleksini
diizenlemektedir. AP-1 kompleksinin {iiyeleri farkli gen ekspresyonlarini ve biiylime
faktorlerine karsit hiicresel yanit1 diizenlerler. Bu komponentler biiyiime, ¢ogalma,
farklilasma, programlanmis hiicre Oliimii ve onkojenik transformasyon gibi hiicresel
siireglerde kilit rolii oynarlar.®* Karsinogenezde AP-1 tarafindan kontrol edilen hiicresel
siireglerdeki bozuklugun etkili oldugu bilinmektedir.”> JNK (c-Jun N-terminal kinazlar)
sitokinler ve radyasyon gibi stres uyarilarina yanit olusturan aktive protein kinazlardir. T
hiicresi farklilagmasi ve apopitozda rol alirlar. Fosforillendiklerinde aktive olurlar. C vitamini
uygulanmis hiicrelere UV 1511 uygulandiginda, JNK/AP-1 yolunu aktive ederek gen
transkripsiyonunu saglayan JNK fosforilizasyonunda %50 azalma goriilmiistiir.”

C vitamini antioksidan 6zelliginin yan1 sira immun sistemi gili¢lendirir, bag dokusunun

temel yapisal proteini olan kollajen sentezini arttirir, yara iyilesmesini hizlandirir. Bu nedenle
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bag dokusunun zarar gordiigii herhangi bir durumda tamir mekanizmalarinda C vitamini
onemli islev goriir. ileri derece eksikliginde kollajen dokunun zarar gordiigii skorbiit hastalig
gelisir. Demir, fosfat gibi besin maddelerinin kullaniminda 6nemli faktordiir. C vitamininin
organizmada vaskiiler endotelyal oksidasyonu engellemesiyle anti-aterosklerotik etki yaptigi,
kan serotonin seviyelerinde artis yaparak biiyiime hormonu sekresyonunu uyarabildigi,
uykuyu diizenledigi, mast hiicre stabilizasyonu yaparak astim ataklar1 gibi allerjik
reaksiyonlar1 Onledigi, kortizol seviyelerinde diismeye neden olarak travma, stres gibi
durumlarda metabolizmay1 katabolizmaya karsi korudugu, kemikte kalsiyum birikimini

artirarak agri esigini azalttig da gdsterilmigtir, ***4%-¢70

2.5. Intestinal Mukozanin Yapisi ve Radyasyonun Olusturdugu Hasarlar

Intestinal epitelin normal homeostaz1 epiteldeki diferansiye olmus hiicrelerin
dokiilmesi ve intestinal kriptik dokuda yer alan epitel hiicrelerinin diferansiye olarak,
dokiilen bu hiicrelerin yerine geg¢mesi ile saglanir. Radyasyonun neden oldugu intestinal
hasarlardan biri bu kriptik klonojenik hiicrelerin 6lmesi ve buna bagli olarak intestinal
villuslarin depopulasyonudur’' (Resim 1). Kriptik epitel hiicreleri hizla prolifere olan
hiicrelerdir ve radyoterapi, kemoterapi gibi sitotoksik ajanlara oldukc¢a duyarlidirlar.
Radyoterapiye bagli klonojenik hiicrelerin  kaybi1 intestinal villuslarin  normal
epitelizasyonunun kaybina neden olur. Epitelizasyonun kaybi villus yapisinda degisikliklere
yol acgarak malabsorbsiyon, elektrolit dengesizligi, diyare, kilo kaybi1 ve Olime sebep

olabilmektedir.
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Resim 1. Radyoterapi uygulanmis olan sigan

R ———— - ] villus intestinalisleri (villus intestinalislerde
= L N ‘?_"E diizensizlik, pargalanma, subepitelyal ayrilma,

B e S IV P g konjesyon, liimende epitel hiicrelerinin varligi
RN AL RINE L ~- SR, . o . ’
sy g U bazal mitoz ve  apopitotik  hiicreler

goriilebilmekte).>

Intestinal multipotent kok hiicreler (stem cell) kriptik tabakanin bazalinde yer
almaktadir. Normal kosullarda bu hiicreler nadiren prolifere olurlar. Ancak uyar1 geldiginde
ya enterositlere, goblet hiicrelerine ve enteroendokrin hiicrelerine farklilasmak iizere villuslara
dogru, ya da Paneth hiicrelerini olusturmak iizere kript bazaline dogru hareket ederler. Bu
multipotent hiicreler bagirsak hasarindan sonra epitelin ihtiyacina gore farklilasarak hiicresel
populasyonu tekrar saglarlar. Iyonizan radyasyon sonrasi kript bazalinde yer alan hiicreler ya
hizla apopitoza giderler ya da gegici veya kalici olarak boliinmeleri durur.”'””* Bu durum doza
bagimhdir”. Bu nedenle kriptin akibeti bagirsak kok hiicresinin klonojenik prolifere kriptik
hiicrelerin yerini almasina baglidir. Eger biitiin kript hiicreleri 6liirse, kript sterilize olmustur
ve 48 saat i¢inde yok olur. Ancak bir veya daha fazla klonojenik hiicre yasamay1 basarirsa
hizla prolifere olur ve 72-96 saatte kripti rejenere ederek villusu yeniden yapilandirir. Organin
sagkalimi ise kriptleri rejenere eden ve yasayabilen klonojenik hiicre sayisi ve etkisiyle kript
depopulasyonu arasindaki dengeye baglhdir.

Bagirsak savunmasimin ilk basamagini diisiik epitelyal permeabilite, kript epitelyal
hiicreleri tarafindan su ve klorid iyonlarinin sekresyonu ve artmis motilite olusturmaktadir. Bu
isleyen mekanizmalarin kombinasyonu yabanci ve zararli ajanlarin mukozadan uzak
tutulmasin1 ve gastrointestinal sistemden hizlica uzaklastirilmasini saglar. Mekanizmanin

caligmas1 enterik sinir sisteminin miyenterik pleksus, mukoza ve submukozal lokal aferent

32



duyusal sinir sonlanmalar1 ile epitelyal enterokromafin benzeri hiicrelerin birbirleriyle
iletisimi ile gergeklesen kompleks bir siirectir. Savunma mekanizmalarindan bir veya
birkacinda meydana gelebilecek degisiklik bagirsakta inflamasyon ve hasarlanmaya neden
olur.

Rontgen 1sinlarinin kesfinden kisa siire sonra Walsh radyasyonun bagirsaklar iizerine
etkisinden ilk kez bahsetmis ve radyasyonun barsak mukozasinda dogrudan inflamasyona
neden oldugunu bildirmistir.”* Ancak radyoterapinin bagirsak dokusu ve fonksiyonu iizerine
olan etkileri ile ilgili ilk sistematik caligmalar Warren ve Whipple tarafindan 25 yil sonra
yapilmustir.>’® Radyasyonun akut etkisinin sitotoksik etkiye bagl olustugu ve bu etkinin
uzun donemde progresif okluzif vaskiilit, ilserasyonlar, kollajen birikimi, nekroz ve fibroz ile
sonuclanabilecegi tespit edilmistir.”’ Ge¢ donemde siddetli reaksiyonlarin goriilme sikligmin
erken evrede gecirilen siddetli akut reaksiyonlar ile iligkili oldugu ve bagirsagin fizyolojisinde
bazi degisiklikler olusturarak inflamasyona daha yatkin hale getirdigi samilmaktadir.”®
Ulseratif kolit ve Crohn hastalign gibi inflamatuar barsak hastaliklarinda yapilan
caligmalardan elde edilen veriler epitelyal savunma mekanizmalar1 ve hastalik relapsi arasinda
bir iliski oldugunu isaret etmektedir. Crohn hastaliginda tespit edilen permeabilite

780 fnflamasyon

degisikliklerinin inflamatuar siirecte rol oynadig1 disiiniilmektedir.
durumunda bagirsagin sekresyon mekanizmasi etkilenmekte, buna bagli liimende bakteri
translokasyonu engellenmekte, sonu¢ olarak bakteri sayisinda ve bakteri iriinlerinde artis
olmakta ve lamina propria antijenlere maruz kalmaktadir. Bu durum bagirsaktaki
inflamasyonun alevlenmesine ve sebat etmesine yol agar.*' Enterik bakterilerin inflamasyonda
rol oynadigi bilinmektedir. Kuhn ve arkadaglarinin siganlarla yapmis olduklar1 ¢alismada
interlokin 10 eksikligi olan siganlarin agir kolit ataklar1 gecirdikleri, ancak interlokin 10

fazlahginda kolit ataklarimin olmadigi gosterilmistir.** Dieleman ve arkadaslar1 da siganlar

tizerinde yaptiklar ¢calismalarda bagirsak florasi ile inflamatuar hastaliklar arasindaki iliskiyi
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tanimlamislardir.* En yeni ¢alismalar radyasyonun bagirsak iizerine olan etkisinin epitelin
bariyer fonksiyonunu bozmasi, buna bagli sekretuar kapasite ve permeabilitede meydana
gelen degisiklikler olduguna isaret etmektedir.™*

Radyoterapinin epitel hiicresinde olusturdugu hasarin biiyiik kismi serbest radikaller
tizerinden gergeklesmektedir. Olusan serbest radikallerin ya viicudun lokal, bolgesel savunma
mekanizmalar tarafindan ya da disaridan miidahale ile etkisizlestirilmesi s6z konusu olursa
radyoterapiye bagl bagirsakta olusan yan etkilerin de azaltilmasi1 s6z konusu olabilir. Bhanja
ve arkadaglarinin bir mitojenik ajan olan R-spondinl ile fareler lizerinde yapmis olduklari
calismada 10,4 Gy tiim viicut radyoterapisi ile birlikte uygulanan R-spondinl’in bagirsakta
radyasyona bagli olusan yan etkileri anlamli derecede azalttig tespit edilmistir (p<0,003).”!
Bu caligmaya gore radyoterapinin bagirsak epitel hiicrelerinde mitozu inhibe edici etkisini
ortadan kaldiracak bir ajanin bagirsakta akut ve kronik yan etkileri Onleyebilecegi
bulunmustur. Yamamoto ve arkadaslarinin fareler iizerinde yaptiklar1 benzer bir ¢alismada C
vitamini (150 mg/kg/giin) ve 14 Gy radyoterapi uygulanan grupta radyoterapi uygulanmayan
gruba gore radyasyona bagli gastrointestinal hasarda anlamli derecede azalma ve DNA
microarray c¢alismalarda C vitamini uygulanmayan grupta apopitozda etkili olan kaspaz-9
bagimli intrensek yol ve kaspaz-8 bagimli ekstrensek yolla ilgili genlerde artis saptanirken, C

vitamini uygulanan grupta bu genlerin ekspresyonunda azalma tespit edilmistir (p<0,01).>*
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3. GEREC VE YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi hayvan deneyleri yerel etik kurulundan onay alinarak
Agustos 2009-Kasim 2009 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1
Aragtirma Birimi’nde iiretilen, geng eriskin, ortalama 4 aylik, agirliklart 180-220 gr arasinda
degisen 32 adet Wistar albino erkek (n=16) ve disi (n=16) sigan ¢alismaya dahil edilmistir.

Siganlar biri kontrol, ii¢ii deney grubu ve her grupta 4 adet erkek, 4 adet disi denek
olacak sekilde 4 gruba randomize edilmistir:

1. Kontrol grubu

2. C vitamini grubu

3. Radyoterapi grubu

4. Radyoterapi + C vitamini grubu

Deneklerin hazirlanmast

Deney siiresince tiim denekler, optimum laboratuvar kosullar1 altinda (22+1°C, 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda, havalandirmali, nem ve 1s1k kontrollii), giinliik igme suyu ad
libitum ve %21 ham protein iceren pelet yemlerle (Purina) beslenmistir. Uygulamaya
baslamadan once ve deney boyunca her giin sigcanlar tartilarak agirliklar1 kaydedilmistir. C
vitamini ve Radyoterapi + C vitamini gruplarinin igme suyuna 10 giin boyunca 250 mg/kg
dozunda C vitamini eklenmistir. Radyoterapi uygulanacak gruplara ait sigcanlar intraperitoneal
yoldan 90 mg/kg ketamin (Ketalar-Eczacibasi), 10 mg/kg xylazine (Rompun-Bayer Istanbul/
Tiirkiye) uygulanarak uyutulmus, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dalinda simiile edilerek (Mecaserto, Simscan 2) batin bdlgeleri isaretlenmistir

(Resim 2).
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Resim 2. Simulasyon filmi

Sicanlarin daha sonra toraks ve ekstremiteleri korunarak batin bolgesine Co® teleterapi
cihazi (Theratron 780 C) ile 80 cm SSD’den 89,22 c¢Gy/dk hizinda tek fraksiyonda 8 Gy
radyoterapi uygulanmis, radyoterapiden 72 saat sonra tiim siganlar anestezi altinda sakrifiye
edilmistir. Median insizyonla 6zofagus distal ugtan aniise kadar tiim gastrointestinal traktus
“en-bloc” ¢ikarilmis, ¢aligma alani olarak ileo-¢ekal valvin 5 cm proksimali ileumdan ve 5 cm
distali kolon segmentinden 1 cm’lik segment se¢ilmistir. Se¢ilen segmentin her iki ucundan
limene dik kesilerle iki dilim ¢ikarilmis, kalan segment ucu topuzlu pediatrik bagirsak
makasiyla antimezenterik hat boyunca agilarak liimene paralel, barsak pililerine dik olacak
sekilde iki kesit daha alinmistir. Luminal icerik serum fizyolojik igerisinde, abraze etmeden

yikanmustir.

Histopatolojik degerlendirme
Alman 6rnekler zaman gegirilmeden %10’luk fosfat tamponlu nétral formalin igerisinde
tespit edilmis, doku takibi sonras1 3-4 um kalinliginda seri kesitler alinarak Hematoksilen-

eozin (H&E) ile boyanmustir. Inceleme, uzman bir patolog tarafindan standart 151k
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mikroskopunda (Olympus BX50; x4 biiyiitme: 4,32 mm ¢ap, x40 biiyiitme: 0,54 mm cap,

Okiiler: x10 biiyilitme), deneklerin ait oldugu grup bilinmeksizin yapilarak fotograflar

(Olympus C-5060) ¢ekilmistir.

Histopatolojik degerlendirmede:

Bir cm’lik alandaki kript sayisi

Anormal epitelyum hiicresi varligi

Mukozal konjesyon, 6dem

Kriptik doku degisiklikleri

Villus boyu (muskularis mukozaya komsu
degerlendirilmistir )

Villus yap1 degisiklikleri (kiintlesme, kisalma)
Villus birlesmesi

Villus par¢alanmasi

Subepitelyal ayrilma

Liimende epitelyum hiicre varligi

kriptin

boyuna

oranlanarak

Bazal tabakada (Lieberkiihn bezlerinde) mitotik figiir sayis1 (bir biiyiik biiylitmede

sayilan kript sayisina gore)

Bazal tabakada (Lieberkiihn bezlerinde) apopitotik figiir sayis1 (bir biiylik biiylitmede

sayilan kript sayisina gore) dikkate alinmistir.

Istatistiksel degerlendirme

Istatistiksel degerlendirmede SPSS 13.0 paket programi (Statistical Package for the

Social Sciences, Chicago, Ill, USA) kullamlmustir. Gruplar arasindaki farkin istatistiksel

anlamliligt ANOVA (tek yonlii varyans analizi, one-way ANOVA) testi, histopatolojik

degerlendirme sonuglart Kruskal-Wallis testi ile degerlendirilmis, ¢oklu karsilagtirmalarda
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Post-Hoc testlerden Bonferroni-Dunn testi yapilmistir. Anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 kabul

edilmistir.
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IV. BULGULAR

Kontrol grubuna ait ince bagirsak segmentinden alinan kesitler histolojik olarak normal
yapi Ozellikleri sergiledigi goriilmistiir (Resim 3). Villus intestinalisler diizenli ve birbirinden
ayr1 durmakta, mukozal kayp bulunmamakta, lamina propriada apopitotik hiicre
izlenmemekte ve Lieberkiihn bezlerinde az sayida mitotik figiir izlenmektedir. Konjesyon ve
subepitelyal ayrilma tespit edilmistir. Liimende hiicresel infiltrasyon goériillmemis ve kriptik
tabaka korunmustur. Kontrol grubuna ait histopatolojik degerlendirme bulgular1 Tablo 3’te

gosterilmistir.

Resim 3. Kontrol grubuna ait normal morfolojiye sahip villus intestinalisler. A:
Normal mukoza, villoz yap1 ve kriptik tabaka korunmus (H&E, x10). B: Goblet
hiicreleri (okla isaretli) (H&E, x20).
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Yalniz C vitamini uygulanan grupta morfolojik degisiklikler gostermeyen villus
intestinalisler izlenmekteydi. Normal mukoza, villoz yap1 ve kriptik tabakanin korunmus
olmasi nedeniyle morfolojik bulgular kontrol grubuyla benzerlik gdstermekteydi (Resim 4).

Bu gruba ait histopatolojik degerlendirme bulgular1 Tablo 4’te goriilmektedir.

Resim 4. Yalniz C vitamini uygulanan grupta morfolojik degisiklikler
gostermeyen villus intestinalisler. Normal mukoza, villéz yap1 ve
kriptik tabaka korunmus (H&E, x10).
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Radyoterapi uygulanan grupta ileri diizeyde dejenere villuslar, villuslarda birlesme,
villus boylarinda kisalma, villuslarda sekil bozukluklar1 (catallanma, dallanma), kriptik tabaka
sayisinda azalma, mukozal diizensizlikler ve apopitoz gozlenmistir (Resim 5, 6, 7, 8). Ayrica
bazi kesitlerde liimende epitelyum hiicresi, lenfosit infiltrasyonuna da rastlanmistir. Bu gruba

ait histopatolojik degerlendirme bulgular1 Tablo 5’te goriilmektedir.

Resim 5. Radyoterapi (8 Gy) uygulanan ve morfolojik degisiklikler
gosteren villus intestinalisler. A: Villus boylarinda kisalma (villoz atrofi)
(H&E, x10); B: Kriptik tabaka kalinhiginda azalma (mukozal atrofi)
(H&E,x10).
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Resim 6. Kriptlerde ¢atallanma-dallanma (H&E, x10).

Resim 7. Apopitoz (okla isaretli) Resim 8. Mukus kaybi olan alan (¢ift ok) ve goblet
(H&E, x40). hiicresi igeren alan gecisi gozleniyor (tek ok) (H&E, x40)
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(3 2

Radyoterapi + C vitamini grubundan bir denek “ex” olmustur. Bu grup
degerlendirildiginde ince bagirsak mukozasinin kontrol grubuna goére daha diizensiz oldugu,
ancak sadece radyoterapi alan gruba gore villus yapilarinin, kriptik tabakanin, mukozal

yapinin kismen korundugu goriilmiis ve ¢ok az apopitotik figiire rastlanmistir (Resim 9).

Histopatolojik degerlendirme bulgular: Tablo 6’da goriilmektedir.

Resim 9. Radyoterapi + C vitamini uygulanan grup. A: Villus yapilar1 korunmus, kismen mukoza
kayb1 mevcut; B: Mitotik figiirler (okla isaretli) (H&E, x40), goblet hiicre sayisinda azalma ve
niikleer kalabaliklasma (H&E, x10).
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Tim bulgular esliginde yapilan istatistiksel degerlendirmede yalniz radyoterapi
uygulanan grupta apopitotik hiicre sayisinda radyoterapi + C vitamini grubu (p=0,003), C
vitamini grubu (p=0,001) ve kontrol grubuna (p=0,001) gore istatistiksel anlamli artis tespit

edilmistir

Villus boyutunun karsilastirilmasinda yalniz radyoterapi uygulanan gruptaki villus
boylarinda radyoterapi + C vitamini (p=0,008) ve yalniz C vitamini alan gruba gore (p<0,001)

istatistiksel anlamli kisalma oldugu belirlenmistir.

Tim gruplar arasinda radyoterapi uygulananlarda genel olarak mitoz sayis1 daha yiiksek
bulunmasina ragmen istatistiksel anlamli farklilik yalniz radyoterapi grubu ile yalniz C

vitamini alan grup arasinda tespit edilmistir (p=0,021).

Kript sayisinda ise yalniz radyoterapi ile yalniz C vitamini uygulanan gruplar arasinda
anlaml fark tespit edilmistir (p<0,001). C vitamini uygulanan grupta kript sayisi lehine artis
mevcuttur. Radyoterapi + C vitamini grubunda kript sayisinda artis olmasina ragmen yalniz
radyoterapi uygulanan grupla karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunamamistir
(p=1,00). Calisma gruplarina ait apopitoz, mitoz, kript sayist1 ve villus boyunun
karsilastirilmasina ait istatistiksel degerlendirme sonuglari ve yalniz radyoterapi grubuyla

diger gruplarin karsilastirilmasi sirasiyla Tablo 7 ve 8’de gosterilmistir.
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Tablo 7. Calisma gruplarina ait degerlendirme sonuglari (Kruskal Wallis testi)

Radyoterapi | C vitamini | Radyoterapi + C Kontrol p degeri
grubu grubu vitamini grubu grubu
Ortalama apopitoz* 61,00 0,00 5,29 0,00 p=0,001
Ortalama mitoz* 89,38 40,13 80,86 66,25 p=0,018
Ortalama kript sayis1 | 64,50 84,13 63,14 57,63 p<0,001
Ortalama villus boyu | 3,13 4,44 4,00 3,75 p=0,001
*Apopitoz ve mitoz sayisi yiiz kript sayiarak degerlendirilmistir.
Tablo 8. Yalniz radyoterapi grubuyla diger gruplarin karsilastirilmasi
Bazal apopitoz
Radyoterapi grubu | C vitamini grubu p=0,001
Radyoterapi+C vitamini grubu | p=0,003
Kontrol grubu p=0,001
Bazal mitoz
Radyoterapi grubu | C vitamini grubu p=0,021
Radyoterapi+C vitamini grubu | p=1.00
Kontrol grubu p=0,865
Kript sayisi
Radyoterapi grubu | C vitamini grubu p<0.001
Radyoterapi+C vitamini grubu | p=1.00
Kontrol grubu p=0,623
Villus boyu
Radyoterapi grubu | C vitamini grubu p<0,001
Radyoterapi+C vitamini grubu | p=0,008
Kontrol grubu p=0,083

Bonferroni-Dunn testi
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5. TARTISMA

Radyoterapinin neden oldugu akut yan etkiler radyoterapi sirasinda ya da radyoterapinin
tamamlanmasindan hemen sonra ortaya ¢ikar. Ozellikle hizli bdliinen ve ¢ogalan hiicrelerin
bulundugu doku ve organlarda akut yan etkiler daha sik ve siddetli olarak goriilmektedir.
Gastrointestinal kanal, kemik iliginden sonra radyasyonun etkilerine karst1 en duyarh
sistemdir.

Yapilan caligmalarda radyoterapi sonrasi bagirsak mukozasinda olusan biyokimyasal
degisikliklere ek olarak fonksiyonu akut olarak etkileyen morfolojik degisiklikler de
gozlenmis olup bu degisiklikler villus-kript yapisindaki degisiklikler ve radyasyonun
indiikledigi apopitozla iliskili epiteliyal degisiklikler olarak iki grupta toplanabilir. >>*6!#>86

Radyoterapinin epitel hiicresinde olusturdugu hasarin biiylik kismi1 serbest radikaller ve
metabolitleri iizerinden ger¢eklesmektedir. Olusan serbest radikallerin ya viicudun lokal,
bolgesel savunma mekanizmalar1 tarafindan ya da disaridan miidahale ile etkisizlestirilmesi
s0z konusu olursa radyoterapiye bagli yan etkilerin de azaltilmasi s6z konusu olabilir.
Antioksidanlar hiicre c¢ekirdeginde DNA hasarinin tamirine yardimci olarak, hiicre
membraninda lipid peroksidasyonunu azaltarak, lipid radikallerini yok ederek, antioksidan
kapasitesi olan mitokondrinin bu kapasitesini arttirarak ve apopitozu engelleyerek hiicreyi
radyasyon hasarina kars1 korurlar.® Antioksidanlar i¢inde en ¢ok arastirilanlardan biri de C
vitaminidir.

Yamamoto ve arkadaslar1 farelerde C vitamininin radyasyonun indiikledigi
gastrointestinal sendrom tiizerine etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda farelere radyoterapiden
Once veya sonra {i¢ giin siireyle peroral askorbik asid (150 mg/kg) vermisler ve 6-14 Gy tiim
viicut radyoterapisi (WBI) uygularmslardlr.54 Sagkalan farelere radyoterapiden 24 saat sonra

kemik iligi transplantasyonu yapilmistir. Farelerin plazma ve ince barsak dokusunda askorbik
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asid diizeyleri, plazmadaki serbest radikal metabolitleri 6l¢iilmiis ve DNA “microarray’le gen
ekspresyon analizi yapilmistir. Ondort Gy WBI o6ncesi askorbik asid verilen farelerde
sagkalimin daha iyi oldugu, ancak radyoterapiden sonra askorbik asid uygulananlarin
higbirinin kemik iligi transplantasyonuna ragmen yasamadig1 goriilmiistiir. Farelerin intestinal
mukozasinda yapilan incelemede WBI oOncesi askorbik asid verilenlerde dejeneratif
degisikliklerin daha az oldugu, askorbik asidin villus boylarinda kisalmay1 ve kript sayisinda
azalmay1 Onledigi belirlenmistir. WBI 06ncesi askorbik asid wverilen farelerin ince
bagirsaklarindaki askorbik asid seviyesinin daha yiiksek oldugu, ilging olarak da hem
askorbik asid verilen hem de verilmeyenlerde radyoterapi uygulamasindan bir saat sonra ince
bagirsak dokusunda askorbik asid seviyesinin anlamli olarak diistiigii gézlenmistir. Bu bulgu
radyasyonun dokuda askorbik asid tiiketimini arttirdigin1 gostermektedir. WBI Oncesi
askorbik asid uygulamas1 plazmada serbest radikal metabolitlerini azaltmis, kript epitelyum
hiicrelerinde radyasyonun indiikledigi DNA hasarini1 6nlemistir. Gen ekspresyon analizinde de
WBI oncesi askorbik asid verilen farelerde apopitoz indiiksiyonunda rol alan enzimlerin
regiilasyonunda azalma tespit edilmis, incelenen gen gruplarindan yola ¢ikilarak bu azalmanin
ince bagirsakta hem mitokondri aracili intrensek, hem de reseptor aracili ekstrensek yolaklarin
baskilanmasiyla ortaya ¢iktigi belirlenmistir. Bu caligmaya gore radyoterapi sonrasi olusan
serbest radikallerin askorbik asit tarafindan etkisizlestirilmis olmasi gerekir. Ayn1 ¢calismada
bu sorunun cevabina yonelik yapilan arastirmada askorbik asidin okside formu olan
dehidroasetik asit diizeyinde de artis saptanmistir ki, bu da C vitamininin radikal olustuktan
sonra radikali etkisizlestirmek icin hidrojen dondrii olarak reaksiyona girdigini
gostermektedir.”® Tiim bu etkilerin radyoterapi oncesi askorbik asid verilen farelerde
goriilmesi hem radyasyona maruziyet 6ncesi hem de maruziyet sirasinda askorbik asidin doku

konsantrasyonunun yliksek olmasinin 6nemini vurgulamaktadir.
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C vitamininin apopitoza yol agan kaspaz 3 ve kaspaz 9 yolaklarin1 aktive eden genlerin
ekspresyonunda azalmaya sebep oldugu ve bu yolaklarin aktive olamamasindan dolayi
apopitozu engelledigi 6ne siiriilmektedir.”* Paris ve arkadaslar1 gastrointestinal sendromun
radyasyonun mikrovaskiiler endotelyal hiicrelerin apopitozunu indiiklemesi nedeniyle ortaya
ciktigini 6ne siirmiislerdir.°*Ancak bagka calismalarda apopitoza kript epiteli hiicrelerinde
rastlamldigy, vaskiiler endotelyal hiicrelerde rastlamilmadigr belirtilmektedir.”****** Bu
durumda radyoterapi oncesi verilen C vitamini dogrudan kript hiicrelerindeki hasar1 6nleyerek
veya vaskiiler endotelyal hasara kars1 koruyucu etkiyle dolayli yoldan etki gostermektedir.
Bizim calismamizda da i1sinlanan deneklerde apopitotik hiicrelerin yogun bir sekilde
goriilmesi, buna karsin radyoterapi ve C vitamini alan deneklerde apopitotik hiicre sayisinin
anlamli derecede diisiik bulunmasi ve radyoterapi almayan grupta hemen hi¢ apopitotik
hiicreye rastlanilmamis olmasi C vitaminin hiicreleri radyoterapiye bagli apopitoza karsi
korudugunu desteklemektedir.

Akpolat ve arkadaslarinin iyonizan radyasyonun neden oldugu ince bagirsak hasarina
kars1 curcumin (Cin ve Hindistan’da yetistirilen bir tiir bitkisel antioksidan) ve C vitamininin
koruyucu etkisini inceledikleri ¢alismalarinda yalniz radyasyon uygulanan siganlarda hiicre
kaybina bagli olarak villus boylarinda kisalma ile birlikte sekil bozukluklari, ileri seviyede
subepitelyal bosluk, lamina propriada kapiller konjesyon ve dilatasyon, Lieberkiihn
bezlerinde c¢ok sayida mitotik figiir, dejenerasyona ugrayan villuslarda goblet hiicre
hakimiyeti goriilmiis, buna karsin C vitamini verilen siganlarda yer yer korunmus olan villus
intestinalislerin yan1 sira sekilleri bozulmus villus yapilari, cok hafif subepitelyal ayrilma ve
Licberkilhn bezlerinde az sayida mitotik figiirlere rastlanmustir.”®  Histopatolojik
degerlendirmede mukozal hasar siddetini yansitan histopatolojik skorun radyasyon grubunda
anlaml diizeyde yiiksek bulundugu (p<0,001), buna karsin C vitamini alan grupta anlamli

diizeyde diisiik oldugu (p<0,001) tespit edilmistir.
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Carr ve arkadaslar1 1sinlamadan birka¢ saat sonra Lieberkiihn bezlerinin boyun
bolgesinde epitelin diizensizlestigini, villus yiizeyinde bakterilerin sayisinda ve mukus
iiretiminde artma meydana geldigini, gozlenen morfolojik degisikliklerin 1sinlamanin dozuna
ve Ozelliklerine bagli oldugunu, hasarlarin ¢ogunun i1sinlamadan sonraki 3-7 giin iginde
goriildiginii bildirmislerdir.* Calismamizda da radyasyonun ince bagirsak epitelinde
degisikliklere yol agtigin1 gosteren diger ¢alismalarla benzer sekilde radyoterapi uygulanan
grupta 72 saat sonra yapilan degerlendirmede mukozal epitel yapisinda morfolojik
degisiklikler tespit edilmistir >>**"**% Radyoterapi grubu ile radyoterapi ve C vitamini alan
grup arasinda villus boylar1 agisindan anlamli diizeyde fark bulunmustur (p=0,008).
Lieberkiihn bezlerinin ¢evresinde hiicre kaybina bagl villus boylar1 kisalmis, yalniz
radyoterapi uygulanan grupta lamina epiteliyalisteki bozulma nedeniyle liimende epitel
hiicreleri  tespit edilmis, yer yer anormal epitelyum hiicrelerine de rastlanilmigtir.
Radyoterapiyle birlikte C vitamini uygulanan grupta morfolojik degisikliklerin daha az
gozlenmesi C vitaminin oksidatif hasara karst mukozal yapiyr kismen korudugunun bir
gostergesi olabilir. Radyasyon uygulanan grupta 72 saat sonra mitozun goriilmesi ve
radyoterapi grubu ile C vitamini alan grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark tespit
edilmesi (p=0,021) diger gruplarla istatistiksel olarak fark bulunmamasi bu siire icinde mitotik
inhibisyonunun ortadan kalktiginin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.

Radyoterapinin mast hiicresi degraniilasyonu ve histamin salinimina neden oldugu
bilinmektedir.”>***"** Abdominal radyoterapi sonrasi meydana gelebilecek olan inflamasyon
ve medyatdrlerin salinimi bagirsakta yan etkilerin gelismesine katkida bulunur. C vitamininin
mast hiicresi stabilatorii olarak etki edebilecegi ve degraniilasyona engel olarak medyatdrlerin
salimimin engelledigi, astim hastalig1 gibi alerjik hastalarda semptomlarda diizelme sagladigi

87,88,89,90,91

bircok calismada gdsterilmistir. Radyoterapi ile birlikte C vitamini uygulamasi
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bagirsaktaki mast hiicre degraniilasyonunu ve buna bagli inflamasyonu o6nleyebileceginden
radyoterapiye bagli yan etkilerin gelismesine engel olabilir.

C vitamininin antioksidan 6zelligi nedeniyle radyasyonun olusturdugu oksidatif hasari
engelledigi bir¢ok ¢alismada tespit edilmesine ragmen klinik kullanima heniliz girmemistir.
Calismamizda da siganlara 250 mg/kg dozunda uygulanan C vitamininin intestinal mukozay1
radyasyon hasarindan korudugu ve antiapopitotik etkisi oldugu gosterilmistir. C vitamininin
pelvik 1sinlamalarda profilaktik kullanimi siklikla karsilasilan intestinal yan etkilerin
gelisimini Onleyebilir. C vitamini gerek uygulama kolaylig1 gerekse maliyet agisindan uygun
bir radyoprotektif ajan olarak diisiiniilebilir. Ancak oksidatif strese karsi antioksidan 6zelligi
doz bagimli oldugundan ve yiiksek dozlarda pro-oksidan olabileceginden doz kontrollii ve

tiimorlii dokularda yapilan ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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6. SONUCLAR

Wister-Albino sicanlarda intestinal mukozada radyoterapinin oksidatif hasarina kargi1 C
vitamininin koruyucu etkisinin arastirildig1 bu ¢alismada intestinal mukozanin histopatolojik
incelemesinde asagidaki sonuclar elde edilmistir:

e Radyoterapi uygulanan grupta dejenere villuslar, villuslarda birlesme, villuslarda sekil
bozukluklar1 (¢atallanma, dallanma), mukozal diizensizlikler goriilmiistiir. Ayrica bazi
kesitlerde liimende epitelyum hiicresi ve lenfosit infiltrasyonuna da rastlanmistir.

e Radyoterapi uygulanan grupta apopitotik hiicre sayisinda radyoterapi + C vitamini
grubu, C vitamini grubu ve kontrol grubuna gore artis tespit edilmistir.

e Radyoterapi uygulanan gruptaki villus boylarinda radyoterapi + C vitamini ve yalniz
C vitamini alan gruba gore anlamli kisalma oldugu belirlenmistir.

e Radyoterapi uygulananlarda genel olarak mitoz sayisi daha yiiksek bulunmasina
ragmen istatistiksel anlamli farklilik yalniz radyoterapi grubu ile yalniz C vitamini
alan grup arasinda saptanmustir.

e C vitamini uygulanan grupta kript sayisi lehine artis mevcuttur. Radyoterapi + C
vitamini grubunda kript sayisinda artis olmasina ragmen yalniz radyoterapi uygulanan

grupla karsilastirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunamamastir.
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OZET

Bir antioksidan olan C vitamininin radyoterapi siirecinde serbest radikallerin
olusturacagi normal doku hasarina kars1 6zellikle radyoterapiye erken yanit veren intestinal

mukozada etkili olabilecegi diisiiniilmiis ve bir hayvan deneyi modeli olusturulmustur.

Agustos 2009 - Kasim 2009 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Arastirma Birimi’nde iiretilen, geng eriskin, ortalama 4 aylik, agirliklar1 180-220
gr arasinda degisen 32 adet Wistar albino erkek (n=16) ve disi (n=16) si¢an kontrol grubu, C
vitamini grubu, radyoterapi grubu ve radyoterapi + C vitamini grubu olmak iizere 4 gruba
randomize edilmistir. C vitamini ve Radyoterapi + C vitamini gruplarinin igme suyuna 10 giin
boyunca 250 mg/kg dozunda C vitamini eklenmistir. Radyoterapi uygulanacak gruplara ait
siganlar anestezi altinda simiile edilerek batin bolgeleri isaretlenmis ve Co® teleterapi cihazi
ile tek fraksiyonda 8 Gy uygulanmistir. Radyoterapiden 72 saat sonra tiim sicanlar anestezi
altinda sakrifiye edilerek 6zofagus distal ugtan aniise kadar tiim gastrointestinal traktus “en-
bloc” c¢ikarilmis, ileo-¢ekal valvin 5 cm proksimali ileumdan ve 5 cm distali kolon

segmentinden 1 cm’lik segmentte histopatolojik degerlendirme yapilmistir.

Radyoterapi uygulanan grupta apopitotik hiicre sayisinda radyoterapi + C vitamini
grubu (p=0,003), C vitamini grubu (p=0,001) ve kontrol grubuna (p=0,001) gére anlamli artis
tespit edilmistir. Villus boyutunun karsilastirilmasinda yalniz radyoterapi uygulanan gruptaki
villus boylarinda radyoterapi + C vitamini (p=0,008) ve yalniz C vitamini alan gruba gore
(p<0,001) kisalma oldugu belirlenmistir. Tiim gruplar arasinda radyoterapi uygulananlarda
genel olarak mitoz sayis1 daha yiiksek bulunmasina ragmen istatistiksel anlamli farklilik
yalniz radyoterapi grubu ile yalniz C vitamini alan grup arasinda tespit edilmistir (p=0,021).

Kript sayisinda ise yalniz radyoterapi ile yalniz C vitamini uygulanan gruplar arasinda anlamli
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fark tespit edilmistir (p<0,001). C vitamini uygulanan grupta kript sayis1 lehine artis
mevcuttur. Radyoterapi + C vitamini grubunda kript sayisinda artis olmasina ragmen yalniz
radyoterapi uygulanan grupla karsilagtirildiginda istatistiksel anlamli fark bulunamamistir
(p=1,00).

Calismanin  sonucunda 250 mg/kg dozunda uygulanan C vitamininin siganlarda
intestinal mukozayr radyasyon hasarindan korudugu ve antiapopitotik etkisi oldugu
gosterilmistir. Ancak C vitamininin oksidatif strese karsi antioksidan 6zelligi doz bagimli
oldugundan ve yiiksek dozlarda pro-oksidan olabileceg§inden doz kontrollii ve tiimorli

dokularda yapilan ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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