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%: yiizde

°C: Santigrat derece

ACh: Asetilkolin

AChE: Asetilkolinesteraz

ALADA: As low as diagnostically acceptable
CAT: Katalaz

cDNA: Kopya DNA

DDIR: diisiik doz iyonize radyasyon
DNA: Deoksiriboniikleik asit

GPO: Glutatyon peroksidasyon
GST: Glutatyon S-Transferaz

Gy: Gray

H>O>: Hidrojen peroksit

IR: Iyonize radyasyon

IOR: Iyonize olmayan radyasyon

K: Kontrol grubu

I: Litre

LET: Lineer enerji transferi

LPO: Lipit peroksidasyon

MA: Molekiil agirlig

MDA: Malondialdehit

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin
mg: Miligram

mGy: Miligray

MgSO4: Magnezyum siilfat

mL: Mililitre

mSv: milisievert

Na>COs: Sodyum karbonat
Na;HPO4: Sodyum dihidrojen fosfat
NaCl: Sodyum kloriir

NO: Nitrik oksit

OSL: optik luminesans

PH: Parkinson hastalig1



RBE: Rolatif biyolojik etki

RNA: Riboniikleik asit

RNT: Reaktif nitrojen tiirleri

ROT: Reaktif oksijen tiirleri

RT-PCR: Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
S: saniye

SOD: Siiperoksit dismutaz

Sv: Sievert

ZnSO4: Cinko siilfat

a: Alfa

B: Beta

ul: Mikrolitre
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IAEA: International Atomic Energy Agency
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1. OZET
Tezin Bashgi: Zebra Baligi Embriyolarinda Norotoksin Maruziyetine Kars1 Olusan Yanita

Diisiik Doz Iyonize Radyasyonun Etkileri

Ogrenci Adi: Ezgi Cahide AYDAS BAYRAMOV

Damisman Adi: Prof. Dr. Sebnem ERCALIK YALCINKAYA

Es-Danmisman Adi: Prof. Dr. Ebru Isik ALTURFAN

Programin Adi: Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Uzmanlik Programi

Amag: Bu calismada diisiik doz iyonize radyasyon (DDIR) ve Parkinson hastaliginin (PH)
deneysel modelinde kullanilan 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridin (MPTP) maruziyetinin
gelismekte olan zebra balig1 embriyolar tizerindeki etkilerini oksidan-antioksidan sistem ve PH
ile iligkili mitokondriyal hasar belirteglerine odaklanarak degerlendirmek amaglanmastir.
Gerec ve yontem: Dollenme sonrasi zebra baligi embriyolari; kontrol (DDIR veya MPTP
uygulanmayan), MPTP, DDIiR ve DDIR+MPTP olmak iizere dért gruba ayrilmistir. DDIR
kaynag1 olarak dental x 1gin1 tinitesi (70 kV, 7 mA) 0,08 saniye siirede kullanilmigtir. Tiim
maruziyetler 24. saatte uygulanmistir. Doz 6l¢iimiinde optik luminesens (OSL) dozimetreler
(Epsilon Landaurer, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir. Embriyolarin 24, 48 ve 72 saat saatteki
gelisimi izlenmistir. Oksidan-antioksidan parametreler ve asetilkolin esteraz aktivitesi (AChE)
biyokimyasal olarak degerlendirilmistir. RT-PCR ile mitokondriyal hasar belirteci olarak PH ile
iligkili segilen gen ifadeleri incelenmistir.

Bulgular: Tiim maruziyet gruplarinda perikardiyal 6dem, yolk kesesi 6demi ve omurga egriligi
gozlenmistir. OSL dozimetrede absorbe edilen viicut dozu degeri 7,17 mSv olarak dl¢iilmiistiir.
Tim maruziyet gruplarinda kontrol grubuna oranla lokomotor aktivitede azalma; lipit
peroksidasyon ve nitrik oksit seviyelerinde, siiperoksit dismutaz, glutatyon-s-transferaz
aktivitelerinde artig; glutatyon seviyesi ve AChE aktivitesinde azalma izlenmistir. Katalaz
aktivitesinde kontrol grubuna oranla MPTP ve DDIR gruplarinda azalma; DDIR+MPTP
grubunda ise artig goriilmiistiir. Tim maruziyet gruplarinda pinkl, parkin ve djl gen
ifadelerinde artis izlenmistir. Lr7k2 gen ifadesinde ise kontrol grubuna oranla MPTP ve DDIR
gruplarinda artis, DDIR+MPTP grubunda azalma gozlenmistir.

Sonuc: Zebra baligi embriyolarinda, MPTP ve DDIR maruziyetinde oksidan-antioksidan
dengede bozulma gériilmiistiir. MPTP maruziyeti dncesinde uygulanan DDIR’nin oksidatif
stresi arttirdigt ve mitokondriyal hasarla iligkili gen ifadelerinde degisiklige neden oldugu
gozlenmistir. Calismamizin bulgular1 MPTP maruziyetine karsi olusan yanita DDIR’nin
etkilerinin daha ileri aragtirmalarla desteklenmesi gerektigini gostermistir.

Anahtar sozciiler: Iyonize radyasyon, norotoksin, oksidan-antioksidan denge, oksidatif stres,

zebra balig1 embriyosu
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Objective: Our aim was to assess the effects of exposure to low dose ionizing radiation (LDIR)
and 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), used as a neurotoxic model of
Parkinson's disease (PD), on developing zebrafish embryos, focusing on the oxidant-
antioxidant system and markers of mitochondrial damage associated with PD.

Material and methods: Following fertilization, zebrafish embryos were divided into four
groups: control group (no MPTP or LDIR exposure), MPTP, LDIR and MPTP+LDIR group.
The dental x-ray unit for periapical imaging (0.08 s, 70 kV, 7 mA) was used for LDIR exposure.
MPTP and LDIR exposures were applied at 24 hour post-fertilization (hpf). For dose
measurements in each group, optical stimulated luminescence (OSL) dosimeters (Epsilon
Landauer, Istanbul, Turkey) were used. Embryo development was monitored under a
stereomicroscope at 24, 48 and 72 hpf. Markers of the oxidant-antioxidant system and
acetylcholine esterase activity (AChE) were assessed. Expressions of genes responsible for the
regulation of mitochondrial stress were observed by RT-PCR.

Results: Pericardial edema, yolk sac edema, and spinal curvature were observed in all exposure
groups. Mean radiation doses for the LDIR and the LDIR+MPTP group were 7,17 mSv using
OSL dosimeters. Decreased locomotor activity, glutathione levels and AChE activity; increased
lipid peroxidation and nitric oxide levels, superoxide dismutase and glutathione-s-transferase
activity were observed. Catalase activity increased in the LDIR+MPTP group but decreased in
the MPTP and LDIR groups compared to the control group. Exposure groups showed increased
expression of pinkl, parkin and djI genes. Lrrk2 gene expression decreased in the LDIR+MPTP
group compared to the MPTP and LDIR groups.

Conclusion: MPTP and LDIR exposure disturbed the oxidant-antioxidant balance in zebrafish
embryos. LDIR exposure before MPTP treatment led to increased oxidative stress and changes
in gene expressions with mitochondrial stress. The results of this study indicate the need for
further studies on the effects of altered oxidant-antioxidant responses in the presence of LDIR
and neurotoxins during critical periods of embryonic development.

Keywords: Ionizing radiation, neurotoxin, oxidant-antioxidant balance, oxidative stress,

zebrafish embryo.



3. GIRIS VE AMAC

Insan yasami boyu diisiik doz iyonize radyasyona maruz kalmaktadir. Iyonize radyasyonun
hiicreler ve dokular tarafindan absorpsiyonu birtakim biyolojik degisikliklere neden olmaktadir
(Saada ve ark., 2023; Fetterly ve ark., 2024). Dis hekimligi radyolojisinde de diisiik doz iyonize

radyasyon grubunda yer alan x 1s1nlar1 (tan1 amaciyla) siklikla kullanilmaktadir.

1-Metil-4-fenil-1,2,3 4-tetrahidropridin (MPTP), secici dopaminerjik ndéron hasart ile
Parkinson hastaligi (PH) model organizmalarinin olusturulmasinda kullanilan bir nérotoksindir
(Langston ve ark., 1984). Zebra balig1 embriyolarinda MPTP maruziyetinin dopaminerjik
ndronlara zarar verdigi ve diensefalondaki dopaminerjik hiicre sayisini azalttig1 gosterilmistir
(Lam ve ark., 2005). Zebra baliginda, dopaminerjik sistem hem embriyonik hem de
yetiskinlikte 1yi karakterize edilmistir. Bu nedenle, zebra baligt norogelisim ve
norotoksikolojideki molekiiler yollar1 incelemek ve ayrica potansiyel terapdtik ajan

aragtirmalari i¢in uygun bir model organizmadir (Unal ve Emekli Alturfan, 2019).

Embiyonel ve fetal donemde yiiksek mitotik aktivite seviyelerine sahip hiicrelerin ¢evresel
faktorlere (6rnegin diisiik doz iyonize radyasyon veya toksinler) karst daha duyarli oldugu
bilinmektedir. Bu dénemde diisiik doz iyonize radyasyon veya toksin maruziyeti oksidan-
antioksidan dengenin bozulmasina ve saglik lizerinde kalic1 etkilere sahip olabilir (Breton ve
ark., 2021). Literatiir incelendiginde zebra balig1 embriyolarinda diisiik doz iyonize radyasyon
maruziyetiyle ilgili calismalarin olduk¢a az sayida oldugu goriilmiistiir (Williams ve Fletcher,

2010).

Gelismekte olan zebra balig1 embriyolarinda diisiik doz iyonize radyasyona maruz kalmanin,
MPTP'ye benzer sekilde oksidatif ve mitokondriyal strese neden olacagi diisiiniilmektedir.
Literatiirde zebra baligi embriyolarinda diisiik doz iyonize radyasyon maruziyetinin, MPTP
ndrotoksin maruziyetine etkilerini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu nedenle bu tez
caligmasinda model organizma olarak kullanilan zebra balig1 embriyolarinda diisiik doz iyonize

radyasyonun norotoksin maruziyetine etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



4. GENEL BILGILER

4.1.Radyasyon

Bir atom ¢ekirdeginin kararsiz durumdan daha kararli bir duruma gegerken elektromanyetik
dalga veya parcacik seklinde yaydigi enerjiye radyasyon denir (Peterson ve ark., 2007; Ocaktan,
2014). Hizla hareket eden, belli bir enerjiye ve kiitleye sahip pargaciklarin ortaya ¢ikardiklar
radyasyon, parcacik (partikiiler) radyasyon olarak tanimlanir. Elektromanyetik (dalga tipi)
radyasyon ise, belli bir enerjiye sahip kiitlesi olmayan fotonlarin dalgalar halinde yayilmasi

seklinde tanimlanir (USNRC, 2023).

4.1.1. Radyasyonun siiflandiriimasi

Radyasyon genel olarak enerjisine gore (diislik-yliksek), kaynagma gore (dogal-yapay) ve
tiirline gore (iyonize-iyonize olmayan) olmak iizere ii¢ baslikta siniflandirilabilir (Cimen, 2018;

Ersever, 2018)

4.1.1.1.Radyasyonun enerjisine gore siniflandirilmasi

Radyasyon sahip oldugu enerjiye gore diisiik ve yliksek enerjili radyasyon olmak tizere iki
grupta incelenmektedir. Yiiksek enerjiye sahip radyasyon iyonize radyasyon olarak da
tanimlanir. Diisiik enerjiye sahip radyasyon ise yeterli enerjiye sahip olmadigi i¢in etki ettigi

maddede iyonizasyona neden olmaz (UNSCEAR, 2008; Ersever, 2018).

4.1.1.2. Radyasyon kaynagina gore siniflandirilmasi

Radyasyon kaynaklarini dogal ve yapay radyasyon kaynaklari olarak simiflandirabiliriz
(TENMAK, 2023). Maruziyetin %80°1 dogal kaynaklar, %20°si yapay kaynaklardir. Yapay
kaynaklarin biiyiik cogunlugunu (%97-99) tan1 ve tedavi amaciyla tipta kullanilan radyasyon

olusturur (UNEP, 2016).

4.1.1.3. Radyasyonun tiiriine gore siniflandirilmasi

Maddelerin yapisinda meydana getirdigi degisiklige gore radyasyon, iyonize (iyonlastirici)
radyasyon (IR) ve iyonize olmayan radyasyon (IOR) olarak iki grupta incelenmektedir
(Goékharman ve ark., 2016; TAEK, 2018; Dogan, 2019). IR atomdan elektron koparabilen,
carptigt maddede yiiklii parcaciklar yani iyonlar olusturabilen elektromanyetik dalga veya
parcacik seklindeki radyasyon tiiriidiir (Cimen ve ark., 2017). IOR ise atomlar1 uyarabilen
ancak elektronlar1 koparmaya yetecek enerjisi olmayan, yani atomlar1 iyonize edemeyen

radyasyon tiiriidiir. (Yaren ve Karayilanoglu, 2005). X ve gama 1sinlar1 iyonize elektromanyetik



dalga tipi; alfa ve beta parcaciklari, ndtronlar, protonlar ve elektronlar ise parcacik tipi iyonize
radyasyon tiirline 6rnek olarak verilebilir (Ersever, 2018; Tulchinsky, 2019). Maksillofasiyal

radyolojide siklikla kullanilan radyasyon tiirii elektromanyetik iyonize radyasyondur.

4.1.1.3.1. Iyonize olmayan radyasyon

Uzun dalga boyu ve diisiik foton enerjisine sahip elektromanyetik radyasyon, iyonize olmayan
radyasyon 6zelligi tasimaktadir. Diisiik enerjiye sahip oldugundan molekiillerin iyonlagmasina
veya elektronlarin koparilmasina neden olacak kadar giiclii degildir (Stell ve ark., 1983;
Tubiana ve Dutreix, 1990; Gorman ve ark., 2013). Goriiniir 151k, mordtesi 1ginlar, kizil 6tesi
1sinlar, mikrodalgalar ve radyo dalgalar1 iyonize olmayan radyasyon orneklerindendir (Stell ve

ark., 1983; Tubiana ve Dutreix, 1990).

4.1.1.3.2. Iyonize radyasyon
Iyonize radyasyonun iki ¢esidi vardir. Bunlar;

1- lyonize elektromanyetik radyasyon (Dalga tiirii): Elektromanyetik spektrumda dalga boyu
kisa ve frekansi yiiksek, x 1sinlar1 ve 7y 1sinlarindan olusan, uzayda foton olarak
nitelendirilen ve 151k hizinda hareket eden dalga tiirlidiir (Acharya,2014; Ersever 2018;
Tulchinsky 2019).

2- lyonize partikiiler radyasyon: Cok yiiksek hizda hareket edebilen ve belirli bir enerjisi ve
kiitlesi olan pargaciklara partikiiler radyasyon ismi verilmektedir. Proton, elektron, ndtron,

a ve B pargaciklarindan olusmaktadir (Ersever 2018; Tulchinsky 2019).

4.1.1.3.2.1. X 1smlan
1895 yilinda Fizik¢i Wilhelm Condrad Rontgen’in kesfettigi x 1sinlar1 0.01 nm ve 10 nm dalga
boyu araliginda, kimyasal baglar1 kirabilecek yiiksek enerjiye sahip bir 1s1nim tiirtidiir. X 1ginlar1
hem dalga hem de tanecik Ozelligine sahiptir. Tanecik ozellikleri arasinda fotoelektrik
sogurulma, Compton sagilmasi (inkoherent sacilma), gaz iyonizasyonu ve sintilasyon; dalga
ozellikleri arasinda ise hiz, polarizasyon ve Rayleigh sagilmasi (koherent sagilma) gibi
ozellikler sayilabilmektedir. Foton, tanecik 6zelligi gosteren x 1ginlar olarak tanimlanmaktadir.
X 1s1ninin bazi 6zellikleri:
* X iginlar1 maddelerin kalinligi, yogunlugu ve atom numarasi ile dogru orantili olarak
absorbe edilirler ya da sacilirlar.
« Xsinlarinin penetrasyon 6zelligi vardir. Enerjileri arttik¢a, penetrasyon kabiliyetleri de
artar.

+ Xisinlan gegtikleri ortamda iyonizasyona neden olduklari i¢in havay1 da iyonlastirirlar.
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« Kimyasal etkileri vardir. Insan viicudunun biiyiik kismi1 sudan olustugu igin, x-1gmlar1
su molekiillerini iyonlastirabilir ve canlilar i¢in tehdit olusturabilecek serbest radikaller
olusur.

* Biyolojik etkileri vardir. Iyonizasyon ve kimyasal etkiler sonucunda hiicrede DNA
yapisinin bozulmasina ve mutasyona yol acarlar. Bu yikici etkiyi kullanarak,
radyoterapide tlimor tedavisinde x-1ginlar1 kullanilir.

* X isinlarinin viicuda g¢arptigr dogrultunun disina sagilma 6zelligi vardir. Bu sekilde

olusan 1sinlara sekonder 1sinlar denilir (Demir, 2014; White & Pharoah, 2018).

4.2. Radyasyonun Biyolojik Etkileri

X sinlarinin 1895 yilinda kesfinin ardindan radyasyon hizla giinliik hayatta kullanima girmistir.
X 1gmlarimin kullanilmaya baslamasindan kisa bir siire sonra ise olumsuz etkileri ortaya
cikmistir. Ocak 1896°da ellerde dermatit vakalari bildirilmistir (Hamada ve Fujimichi, 2014).
Henri Becquerel’de cebinde Curie’ler tarafindan saflastirilmis radyum tasimasi sebebiyle
dogrudan radyasyona bagl cilt yanig1 izlendigi bildirilmistir. Radyumun biyolojik etkisinin
lupus, sinir hastaliklar1 ve kanserlerde tiimor hiicrelerini baskilamak i¢in kullanilabilecegini 6ne
stiriilmiistlir (Reed, 2011). 1902 yilina gelindiginde ise radyasyona bagl ilk kanser, tilserli cilt
bolgesinde rapor edilmistir. 1911 yilinda radyasyon calisanlarinda 16semi bildirilmeye
baslanmistir (March, 1944). Hem Pierre hem de Marie Curie akut radyasyon sendromu kaynakli
stirekli hastanmis ve Marie Curie'nin 1934'te 66 yasinda aplastik anemi kaynakli 6liimii rapor
edilmistir (Dobrzynska, 2017). 1920 yillarinda Amerika’da radyum aydinlatmali saatleri
boyama isinde ¢alisan yiizlerce kadin radyasyon zehirlenmesine maruz kalmis; ¢cene nekrozu
(radyum ¢enesi), kemik kiriklari, anemi, infertilite gibi hastaliklara yakalanmis ve onlarcasi da
Olmistiir (Gunderman ve Gonda, 2015). 1928 yilinda radyasyondan korunma sorununu ele
almak icin Uluslararast Radyolojik Koruma Komisyonu (ICRP) olusturulmustur. Hermann
Joseph Muller, 1946 yilinda meyve sineklerinin maruz kaldig x 1sinlar1 ve diger iyonlastiric
radyasyon dozu ne kadar yiliksek olursa, meydana gelen mutasyon sayisinin o kadar fazla
oldugunu ve genlerde degisiklige sebep oldugunu kesfederek Nobel odiili kazanmistir
(Shampo ve ark., 1999). Radyasyonun etkileriyle ilgili yapilan en 6nemli ¢aligmalar, 1945'te
Ikinci Diinya Savasi'nin sonunda Hirosima ve Nagazaki'deki atom bombardimanlarindan sag
kalan yaklasik yiliz bin kisiyi kapsayan kohort caligmalaridir. Bu c¢aligmalar ile iyonize
radyasyondan kaynaklanan kanser riskini anlamada ve tahmin etmede 6nemli veriler elde
edilmigtir (Ozasa ve ark., 2012).

Iyonize radyasyon, atomik veya molekiiler diizeyde hasara yol acarak insan viicudundaki

hiicreleri etkilemektedir. Radyasyonun biyolojik etkileri radyasyon tiiriine, dozun biiyiikliigiine,
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maruziyet siiresine ve 1sinlanan bolgeye gore degisiklik gostermektedir. Radyasyonun
etkilerinin bilinmesi, korunma noktasinda alinacak 6nlemlerin farkindalig1 a¢isindan énem arz

etmektedir.

4.2.1. Radyasyonun hiicresel etkileri

Radyasyon enerjisinin bir canli hiicresinde hasar yaratabilmesi i¢in o hiicre tarafindan absorbe
edilmesi gerekmektedir. Bu absorpsiyon sonucunda hedef hiicrelerde bir dizi reaksiyon baslar.
Bunlar fiziksel, kimyasal ve metabolik (biyolojik) olarak siralanmaktadir (Steel, 1997; Ozalpan,
2001; Joiner ve Kogel, 2009).

Radyasyonun hiicre lizerine etkileri doza baglidir ve Gray (Gy) olarak ifade edilir. Gy bir madde
iizerine i¢e hapsedilen edilen enerji olarak tanimlanir. Ancak bu ifadede 1sinlanan voliimiin
uzaysal dagilimi goz Oniline alinmamaktadir. Radyobiyolojide lineer enerji transferi (LET)
kavrami daha 6nemlidir. LET bir voliime birakilan enerji miktaridir ve diisiik LET ile homojen
dagilim saglanabilirken, yiiksek LET ile (partikiiler enerji) heterojen dagilim meydana
gelebilmektedir. Buna bagl olarak hiicre iizerinde farkli hasarlar olusmaktadir. Radyasyonun
temel hedefi hiicre icerisindeki DNA’dir. Normal sartlarda DNA kiriklar1 dakikalar ve saatler
icerisinde tamir edilebilir ve hiicre 6liimii gerceklesmezken ¢ift sarmal kiriklarindan sonra
hiicre oliimii gerceklesebilir. Radyasyonun DNA {izerine etkisi, direkt etki ve indirekt etki

olarak iki sekilde gergeklesebilmektedir (Yeyin, 2015).

4.2.1.1.Iyonize radyasyonun hiicrede olusturdugu etki evreleri
Iyonize radyasyonlarin hiicrede olusturdugu etkileri sirasiyla fiziksel, kimyasal ve biyolojik
evre olarak lic basamakta siralamak miimkiindiir (Steel, 1997; Ozalpan, 2001; Joiner ve Kogel,

2009).

4.2.1.1.1. Fiziksel evre

Iyonize radyasyon enerjisinin canli dokuya transferi ile 10-'¢ saniye (s) gibi kisa bir siirede hiicre
uyarilir ve iyonlagsma reaksiyonlarini baslar. Bu reaksiyonlar ile serbest elektronlar olusarak
komsu atom ve molekiillerde iyonizasyon meydana gelmektedir. Fiziksel olaylar 101 ile 10712
s arasinda gerceklesmektedir ve sogurulan her 1 Gy radyasyon dozu i¢in, hiicrede yiiz binden
fazla iyonlagsma meydana gelmektedir (Joiner ve Kogel, 2009). Bu sekilde meydana gelen
zincirleme reaksiyonlar sonucu kararsiz iirlinlerin olusmasi ile radyasyonun diger evresi

baslamaktadir (Hall & Giaccia, 2006; Coskun, 2011).



4.2.1.1.2. Kimyasal evre

Fiziksel evreyi izleyen kimyasal evrede, hasar goren ve kararlilifi bozulan atom veya
molekiiller diger hiicresel yapilar ile reaksiyona girerek serbest radikalleri olusturur.
Radyasyonun dokulara absorpsiyonu sonrasi ¢ok kisa bir siirede serbest radikaller araciligiyla
olusan reaksiyonlar meydana gelmektedir. Canlida radyasyonun etkisi ile olusan bu tiir
molekiiler degisiklikler, son basamak olan biyolojik evreyi baglatir (Hall & Giaccia, 2006;
Coskun, 2011).

4.2.1.1.3. Biyolojik veya metabolik evre

Biyolojik veya metabolik evre dakikalar, saatler, gilinler, aylar, yillar, hatta gelecek nesillerde
ortaya ¢ikabilen asamadir. Giin veya aylar i¢inde olusan doku hasarlar1 (merkezi sinir sistemi,
gastrointestinal sistem, kemik iligi sendromlar1 gibi) ile yillar sonra ortaya ¢ikan ge¢ somatik
etkiler (yasam siiresinin kisalmasi, kanser, katarakt gibi) son asamadadir. Tim biyolojik olaylar,
hiicre 6liimleri, mutasyonlar, kanserler, dogumsal defektler, genetik etkiler de bu basamakta yer
almaktadir (Joiner ve Kogel, 2009).

Bu basamakta olusan ¢esitli enzimatik reaksiyonlar sonucu hasar meydana gelmektedir. Olusan
enzimatik reaksiyonlar hiicre ¢ekirdegi ve sitoplazmada morfolojik degisikliklerin yani sira
mitoz hizinda farklilagsma ve hiicreler arasi sinyal iletiminde bozukluklara neden olmaktadir.
Onarilamayan DNA hasarlar1 sonrasinda ise hiicre 6liimii gergeklesebilmektedir (Steel, 1997;

Ozalpan, 2001; Hall & Giaccia, 2006; Coskun, 2011).

4.2.2.1. iyonize radyasyonun hiicrelere etki mekanizmasi
Iyonize radyasyon, hiicrelerde direkt ve indirekt olmak iizere iki farkli tiirde etki

gostermektedir.

4.2.2.1.1. Radyasyonun direkt etkisi

Radyasyonun direkt etkisiyle dogrudan atom veya molekiillerde iyonizasyon sonucu piirin
halkalarinda acilmalar, fosfodiester baglarinda ve DNA zincirinde kiriklar olugmakta ve
DNA’nin sarmal yapisinda bozulmalar meydana gelmektedir. Yiiksek LET’ e sahip 1sinimlarda
direkt etki daha sik gézlenmektedir. Notron, alfa partikiilleri ve agir iyonlar yiiksek; X 1sinlari,
gama 1sinlar1, fotonlar ve elektronlar diisiik LET e sahiptirler. Diisiik LET’e sahip 1sinlarin
penetrasyonu daha yiiksektir. Bu isinlar daha uzun yol kat ederler fakat daha az enerji
aktardiklar1 i¢in DNA zincirinde tek zincir kiriklar1 ya da nokta mutasyonlar1 gibi cogunlukla
tamiri miimkiin hasarlara neden olurlar. Yiiksek LET e sahip 1sinlarin ise penetrasyonu daha

yiizeyseldir, kisa mesafede daha hizli enerji salinimina yol acarak daha ¢ok hasar verirler. DNA
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zincirinde onarilmasit daha zor olan ¢ift zincir kiriklarina ve cergeve kaymasi tiiriinde
mutasyonlara sebep olurlar. Radyasyonun hiicresel etkilerinde rolatif biyolojik etkinlik (RBE)
kavrami da 6nemlidir. Belli bir cins radyasyonun RBE’si ayn1 etkiyi yaratan X veya gama 151n1
dozunun, radyasyon dozuna oranina esittir. 250 kVp enerjili x 1smn1inin ya da °°Co gama 1sininin
hiicrede yaptig1 etki standart olarak alinir. Hiicrenin tipine, radyasyon dozuna, doz hizina ve
dokunun oksijen konsantrasyonuna bagli olarak RBE degismektedir. Ayrica LET arttikca RBE
de artmaktadir (Arslan, 2017).

4.2.2.1.2. Radyasyonun indirekt etkisi
Iyonize radyasyonun hiicre igindeki molekiiller ile etkilesime girerek bu molekiilleri iyonize
etmesi sonucu olusan serbest radikaller araciligi ile olusan hasar radyasyonun indirekt etkisi
olarak tanimlanmaktadir. “Indirekt etkinin goriilme siklig1 direkt etkiye oranla daha yiiksektir
(Bushong, 2012). Bunun nedeni olarak da her hiicrede farkli oranlarda olmakla birlikte %70 ila
85 oraninda su bulunmasi ve hedef molekiillerin etrafinin su molekiilleri ile ¢evrili olmasi
gosterilebilir (NRC, 2006). Suyun radyasyon ile par¢alanmasi (radyolizisi) sonucu pozitif yiikli
bir iyon ve bir serbest elektron olusur (H2O" ve ). Olusan serbest elektron su igerisinde baska
bir su molekiilii tarafindan yakalanana kadar serbest halde kalmaktadir. Bagka bir su molekiilii
ile birlesmesi sonucunda negatif yiiklii bir su molekiilii meydana gelmekte (H>O") ve var olan
pozitif ve negatif yiiklii su molekiilleri parcalanarak bir iyon ve serbest radikal olusumuna sebep
olmaktadir (H,O*— H" + OH), (H.O- *— H + OH"). Bu reaksiyonlar neticesinde hidrojen
peroksit (H202) gibi toksik {iriinler olusur. Olusan bu toksik iiriinler biyolojik molekiillerin
bozulmasima ve hiicre hasarina neden olmaktadir. Ayrica suyun radyolizisi sonucu olusan
serbest radikaller biyolojik molekiiller ile reaksiyona girerek biyoradikallerin olugmasina ve bu
yolla hiicre hasari, DNA, RNA ve enzim gibi makromolekiillerde bozulmasma sebep
olmaktadir.
Suyun radyasyon ile pargalanmasinda (Suyun radyolizisi):

1. H,0+IR — ¢+ H,0"

2. HO*— H'+OH

3. HO+e — H20

4. H,OO - H+ OH"

5. OH + OH — H;0: (Hidrojen peroksit)

6. H+ O, — HO (Hidro peroksil)



4.3.Serbest Radikaller

Di1s orbitalinde bir ya da daha fazla eslenmemis elektron tasiyan, yiiksek enerjili atom veya
molekiiller serbest radikaller olarak tanimlanmaktadir (Bast ve ark., 1991; Nawar, 1996;
Halliwell ve Gutteridge, 2015). Serbest radikaller yiiksek reaktiviteleri nedeniyle stabiliteye
ulagsmak i¢in diger bilesiklerden elektronlar1 ayirarak yine bir serbest radikal olusumuna neden
olurlar ve sonucta canli hiicrelere zarar veren zincir bir reaksiyonu baslatirlar (Phaniendra ve
ark., 2015). Serbest radikaller hiicrelerin normal biyolojik dongiisii sirasinda yan {irlin olarak
veya toksinler, radyasyon gibi oksidatif stres yapici durumlarda olugsmakta ve oksijen kaynakli
reaktif oksijen tiirleri (ROT) (Tablo 1) ile nitrojen kaynakli reaktif nitrojen tiirleri (RNT) (Tablo
2) olmak tiizere iki gruba ayrilmaktadir (Phaniendra ve ark., 2015). Her iki grup da gercek
radikaller ile birlikte kendisi radikal olmayan ancak radikal olusumuna yol agan tiirler

icermektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1999; Valko ve ark., 2007; Lopez-Jaén ve ark., 2013).

Tablo 1. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)
Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Radikaller Non-radikaller
Siiperoksit, Oz Hidrojen Peroksit, H>O:
Hidroksil, OH Singlet Oksijen, 'O
Alkoksil, RO Ozon, O3
Peroksil, ROO Hipoklor6z asit, HOC1
Hipobroméz asit, HOBr

Tablo 2. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNT)

Radikaller Nonradikaller
Peroksinitrit, ONOO
Nitrosil katyon, NO*
Nitroksil anyon, NO

Nitrik Oksit, NO: Dinitrojen trioksit, N>O3
Nitrojen dioksit, NO2 Dinitrojen tetraoksit, N2O4
Nitr6z asit, HNO>

Peroksinitroz asit, ONOOH
Nitril klorid, NO,Cl
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Reaktif oksijen tiirleri arasinda siiperoksit (O2’), hidroksil (OH"), peroksil (ROO"), lipit peroksil
(LOO), ve alkoksil (RO-) radikalleri sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirlerini ise nitrik oksit (NO-)
ve nitrojen dioksit (NO2) olusturur. ROT ve RNS diger nonradikal reaktif tiirlere kolay bir
sekilde dontigebilir. Genellikle oksidanlar olarak adlandirilan hidrojen peroksit (H20z), ozon
(03), singlet oksijen ('02), hipokloroz asit (HOCI), nitrik asit (HNO.), peroksinitrit (ONOO ),
dinitrojen trioksit (N2O3) ve lipit peroksit (LOOH) ise serbest radikaller arasinda gosterilmezler.
Bu oksidan tiirleri patolojik ve fizyolojik durumlar altinda canlilar tarafindan iiretilir ve canli
organizmada kolaylikla serbest radikal reaksiyonlarina yol agabilirler (Fang ve ark., 2002;

Halliwell ve Gutteridge, 1999; Pham-Huy ve ark., 2008; Valko ve ark., 2007).

Nitrik Oksit (NO")

Hiicre i¢i ve hiicreler arasi biyolojik haberci olarak islev goren, kisa yarilanma dmiiriine sahip
kiictik bir gaz molekiilii olan NO- hem lipofilik hem de suda ¢oziinebilir yapisi ile plazma
membranina ve sitoplazmaya kolayca difiize olur. NADPH ve oksijene bagimli reaksiyon
sonucunda, L-argininin L-sitriiline oksidasyonunu katalize eden nitrik oksit sentaz (NOS)
tarafindan bir¢ok hiicrede yan iiriin olarak meydan gelir (Andrew ve Mayer, 1999; Budani ve
Tiboni, 2021). Yiiksek konsantrasyonlarda oksijen ve siiperoksit radikaliyle reaksiyona girebilir
ve peroksinitril gibi gii¢lii bir oksidan ajan olusturarak hiicre hasarina neden olabilir (Beckman
ve Koppenol, 1996). Nitrik oksit; norotransmisyon, gen transkripsiyonu ve mRNA
translasyonu, ikincil mesajc1 olarak guanilat siklaz ve protein kinazi uyararak vaskiiler tonusun
diizenlenmesi, immiin regulasyon, hiicresel redoks regulasyonu gibi bircok biyolojik
fonksiyona sahiptir (Forstermann ve Sessa, 2012). Ayrica NO vaskiiler sistemde endotel

kaynakli gevseme faktorii (EDRF) olarak da tanimlanmistir (Ignarro ve ark., 1987).

4.3.1. Serbest radikallerin molekiiler hedefleri

Organizmada serbest radikal olusumundaki artisa veya viicudun antioksidan savunma
sistemindeki yetersizlige bagl olarak oksidatif veya nitrozatif stres durumu meydana gelebilir.
Bu da bazi1 hiicresel bilesenlerde (lipit, protein, karbonhidrat, DNA) hasara neden olarak bir¢ok
hiicresel fonksiyonu bozabilir (Valko ve ark., 2006).

4.3.1.1. Lipitler
Hiicre zar1 ve hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitler, serbest radikal hasarina

kars1 son derece hassas olup kolayca reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu meydana getirir

(Aslankog ve ark., 2019).
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4.3.1.1.1. Lipit peroksidasyonu (LPO)

Serbest radikaller, lipitler ile reaksiyona girdiginde sekillenen lipit peroksidasyonu yiiksek
derecede zararl etkilerine yol agabilir. Lipit peroksidasyonu sonucu ¢ok miktarda toksik yan
iiriin olusur ve bu yan {iriinler ikinci haberciler gibi davranarak tiretildigi alandan uzak bolgelere
taginarak etkilerini gosterebilir (Devasagayam ve ark., 2003). Lipit peroksidasyonu hiicre
membranimnin akigkanlifini ve gecirgenligini bozulmasi, membrana bagli enzimlerin ve
reseptorlerin inaktivasyonu gibi fonksiyon kayiplarina neden olarak hiicre membranina zarar
verebilir (Cheesman & Slater, 1993; Catala, 2006).

Serbest radikallerin etkisi ile yag asidi zincirlerinden hidrojen atomlarinin koparilmasi
sonucunda yag asidi zincirinin bir lipit radikali (L) 6zelligi kazanmas ile lipit peroksidasyonu
baglar. Lipit radikali daha sonra bir dizi degisiklige ugrar. Lipit radikallerinin molekiiler
oksijenle reaksiyona girmesi sonucu lipid peroksit radikalleri (LOO") olusur. Lipit peroksit
radikalleri membran yapisindaki diger yag asitlerini etkileyerek yeni lipit radikalleri olusumuna
neden olur. Bu reaksiyonda ag¢iga ¢ikan hidrojeni, lipit peroksit baglayarak lipit peroksitlerine
(LOOH) dontsiirler. Boylece zincirleme bir reaksiyon baslamis olur. Lipit peroksitler
yikildiginda agiga ¢ikan malonaldenit (MDA) gibi yikim {iriinleri biyolojik olarak aktiftir.
Bunlar ya hiicrede metabolize edilir ya da hiicrenin diger boliimlerine hasar1 yayar
(Devasagayam ve ark., 2003; Devasagayam ve ark., 2004; Fang ve ark., 2002; Sarma ve ark.,
2010; Valko ve ark. 2007; Aslankog ve ark., 2019).

4.3.1.2. Proteinler

Icerdikleri amino asit gesitlerine gore proteinlerin serbest radikaller etkilenme derecesi
degisebilmektedir. Doymamis bag ve kiikiirt igeren amino asitlerden olusan proteinler serbest
radikaller ile daha kolay reaksiyona girer (Devasagayam ve ark., 2003). Serbest radikaller,
yapisal proteinlerin fonksiyonunu ve enzim aktivitesini engelleyerek bir¢ok proteinin hasaria
neden olabilir. ROT ve RNT’nin neden oldugu protein oksidasyonu neticesinde, protein
hidroperoksitler gibi kararli ve yiiksek derecede reaktif {irlinler meydana gelir. Bu iiriinler ile
gecis metal iyonlarmin etkilesimi sonucunda da radikaller olusabilir. Bununla beraber
oksitlenmis proteinlerin bircogu, fonksiyonel olarak dogada inaktiftir ve hizli bir sekilde
uzaklastirilir. Fakat zaman ig¢inde kademeli olarak oksitlenmis proteinlerin birikmesi ile ¢esitli
hastaliklarin yani sira yaslilik ile iligkili hasarlar meydana gelmektedir (Devasagayam ve ark.,

2004; Sarma ve ark., 2010)

12



4.3.1.3.Karbonhidratlar

Serbest radikallerin karbonhidratlar ile reaksiyona girmesi sonucu karbon atomlarinin birinden
rastgele bir hidrojen atomu ¢ikararak karbon merkezli peroksit radikalleri veya okzoaldehit
olusabilmektedir. Olusan bu radikaller hiyaliironik asit gibi 6nemli yapisal molekiillerde zincir
kirilmalarina ve fonksiyon kaybina yol acabilir (Hollan, 1995). Ayrica okzoaldehitler DNA,
RNA ve proteinlere baglanma, aralarinda g¢apraz bag olusturma yeteneklerinden dolay:
antimitotik etki gosterirler. Bu antimitotik etkiler yaslanma ve kanser olusumuna neden
olabilmektedir (Evelson ve ark., 1997). Monosakkaritler ve disakkaritler reaktif oksijen
tiirlerinin etkisine polisakkaritlere kiyasla daha direnclidir. Karbonhidratlarda meydana gelen
oksidatif hasar ozellikle yapisal fonksiyonlara sahip polisakkaritler i¢cin énem arz etmektedir

(Duan, & Kasper, 2011).

4.3.1.4. DNA

Mitokondriyal DNA, niikleer DNA'ya oranla serbest radikallerin saldirisina daha duyarlidir.
DNA’da meydana gelebilecek oksidatif hasar, hiicre dongiislinii etkileyerek mutasyona ve
kansere yol agabilir (Hollan, 1995). Hidroksil radikali; purin ve pirimidin bazlari, deoksiriboz
seker omurgasi gibi DNA bilesenleri ile dogrudan reaksiyona girebilir ve DNA'da tek ve ¢ift
sarmall1 kirilmalar dahil baz modifikasyonuna ve protein-DNA ¢apraz baglarinin olusumu gibi
bir dizi degisime neden olabilir.

Serbest radikallerin DNA’nin bir zinciri lizerinde hasara sebep olmasi ile kontrol mekanizmasi
devreye girer ve baz dizisine uygun zincirin hasarli bolgesi yeniden sentez edilmektedir.
Karsilikli zincirlerde hasar meydana gelirse hiicre bunu diizeltemez ve hiicre 6liimii ya da

kanserli hiicre olusumu ile sonug¢lanir (Cheesman & Slater, 1993).

4.3.1.5. RNA

RNA; tek sarmalli yapida olmasi, oksitlenmis RNA i¢in aktif bir onarim mekanizmasinin
olmamasi, proteinler tarafindan DNA’ ya kiyasla daha az korunmasi ve 6zellikle sitoplazmik
RNA’ larin mitokondriye daha yakin olmasi1 nedeniyle DNA’ ya kiyasla oksidatif hasara daha
duyarhdir. Azheimer, Parkinson, ateroskleroz gibi cesitli patolojik durumlarda artan 7,8-
dihidro-8- okso- guanosin (8-0x0G) en ¢ok bilinen RNA hasar {iriiniidiir (Phaniendra ve ark.,

2015).

4.3.1.6. Serbest radikallerin patolojik ve fizyolojik etkileri
Normal fizyolojik kosullarda, hiicrelerde siirekli olarak ROT ve RNT olusmakta ve bunlar ile

etkilesime gecen antioksidanlar arasinda bir denge bulunmaktadir (Aslankog ve ark., 2019).
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Diisiik yogunluklarda olduklarinda ROT ve RNT’nin yararli etkilerinden séz etmek
miimkiindiir. Bir¢ok hiicresel yanita karsi normal fizyolojik bir fonksiyon olarak bir¢ok hiicrede
0>, H,02 ve NO- iiretiminden soz edilebilir. Ayrica bazi hiicreler etkilerini ROT ve RNT
salmim sistemini uyararak gosterirler. ROT ve RNT’nin bazi yararli faaliyetleri arasinda
fagositoz aracilifiyla enfeksiyonlara karsi savunma, sitotoksik lenfositler ve makrofajlar
tarafindan kanser hiicrelerini 6ldiirme, sitokrom p450 tarafindan ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, mitokondride ATP {iretimi, hiicre biiyiimesi ve diisiik konsantrasyonda
mitojenik yanitlara neden olma sayilabilir. Ayrica diisiik yogunluklarda bulunduklarinda ROT
ve RNT’nin niikleer transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, intraseliiler depolardan
kalsiyumun salinimui, tirozin amino asidinin fosfatlanma aktivasyonu, nonreseptdr tirozin kinaz
aktivasyonu, bazi sitokinler ve biiyiime faktorii sinyallerinin aktivasyonu gibi hiicresel sinyaller
tizerine 6nemli rolleri oldugundan bahsedilebilir. Bunlarin disinda ROT; prostaglandin ve
tiroksin gibi molekiillerin biyosentezine katilip bu islemlerin gelisimini uyarir. ROT hiicrede
cozlinerek guanilat siklaz aktivitesinin diizenlenmesinde ve gen transkripsiyonu gibi yagamsal
faaliyetlerde kullanilir. Endotel hiicreleri tarafindan kullanilan NO- 16kosit adezyonu, platelet
agregasyonu, anjiogenesis, trombozis ve damar diiz kaslarinin kan basicini diizenlemesi i¢in
gereklidir. Bunlara ek olarak, noronlar tarafindan iiretilen NO- 6nemli bir transmitter maddedir
ve noral plastisite icin kilit role sahiptir. Makrofajlar tarafindan iiretilen NO- ise immun yanit
olusturmak i¢in énemli bir mediatdrdiir. O» ve H,O ikinci haberciler gibi hareket edebilir.
Fakat bu serbest radikallerin birikimi artik¢a zararli etkileri ortaya ¢ikabilir (Devasagayam ve
ark., 2004; Droge, 2002; Fang ve ark., 2002; Lander, 1997; Schreck ve Baeuerle, 1991; Valko
ve ark. 2007).

Serbest radikallerin bircok diyabet tiirii, ndrodejeneratif hastaliklar (alzheimer, parkinson,
multipl skleroz, ALS), kardiyovaskiiler hastaliklar (ateroskleroz, hipertansiyon), kanser
(kolorektal, prostat, meme, akciger, mesane kanserleri), katarakt, solunum rahatsizliklari
(astim), romatoid artrit, inflamasyon, yanik, iskemi, yaslanma gibi bir¢ok patolojik durumlarda

ve siireclerde rol oynadigi bilinmektedir (Barber, & Harris, 1994).

4.4. Oksidatif Stres

Organizmada olusan serbest radikallerin ortamda birikmelerini Onleyen antioksidanlarin
bunlart ortamdan kaldirma ya da etkisiz hale getirme mekanizmasi1 belli bir dengeyi
gerektirmektedir. Bu dengenin serbest radikal olusumunda artis meydana gelmesi ile
antioksidanlarin verecegi yanitin gecikmesi ya da hizindaki bir diisme bu mekanizmadaki
dengenin bozulmas1 anlamia gelir. Bu durum oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksidatif stres

mekanizmasinda olusan dengesizlik organizmanin yapi taglari olan protein, lipit, karbonhidrat,
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niikleik asitler ve yararli enzimlerin bozularak doku hasarina sebep olmasi anlamina

gelmektedir (Halliwell, 1991; Serafini ve Del Rio, 2004).

4.4.1. Radyasyona bagh oksidatif stres

Oksidatif stres, serbest radikallerin ve reaktif metabolitlerin olusum hiz1 ile antioksidan
savunma sistem mekanizmalarinin arasindaki dengenin bozulmasi sonucu meydana gelir.
Iyonize radyasyon maruziyetinin canli hiicrelere indirekt etkisi ile su molekiiliiniin radyolizisi
yoluyla DNA, proteinler veya lipidler gibi makromolekiillere zarar veren reaktif oksijen ve
nitrojen tiirleri olusur. Olusan bu serbest radikallerin asir1 ve kontrolsiiz liretimi; nérodejeneratif
bozukluklar, kanser, kardiyovaskiiler anormallikler, diabetes mellitus ve karaciger hasar1 dahil
olmak iizere cesitli hastaliklarin patogenezine katkida bulunan oksidatif strese yol acar.

(Azzam, 2012; Tokag, 2018; Chen, 2019; Sebastia, 2020).

4.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bu maddelerin meydana getirdigi hasarlar1 6nlemek
/detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gérev yapan savunma sistemlerine “antioksidan
savunma sistemleri” ya da ‘“antioksidanlar” adi verilir (Sener ve Yegen Berrak, 2009).
Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak {iizere iki grup altinda toplanabilir (Aydemir ve
Karadag, 2009; Sen ve Chakraborty, 2011). Endojen ve eksojen antioksidanlar,
oksidan/antioksidan dengesini saglayarak hiicreleri serbest radikallerden koruyucu etki gdsterir

(Sen ve Chakraborty, 2011).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin neden oldugu hasar1 6nlemek i¢in 4
(dort) farkl sekilde etki ederler;

1) Toplayici etki; Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlar1 tutma veya daha zayif yeni
molekiile ¢evirebilirler. Antioksidan enzimler, trakeobronsiyal mukus ve kiigiik molekiiller bu
tip etki gosterirler.

2) Bastiric1 etki; Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirmede etkiye sahiptirler. Vitaminler,
flavonoidler bu tarz bir etkiye sahiptirler.

3) Zincir Kiricr etki; Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etki gosterirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve mineraller zincir kirict etki
gosterirler.

4)Onarict etki; Reaktif tlirlerin meydana getirdigi hasarin onarilmasi (Yellon, 1995; Johns ve

Latts, 2014; Dusak, 2015; Cagan, 2021).
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Antioksidanlar1 yapilarina (enzim yapisinda olan ve enzim yapisinda olmayan), kaynaklarima
(endojen ve eksojen), ¢oziintirliiklerine (suda ve lipitte ¢dziinen) ve yerlesim yerlerine gore
(hiicre i¢inde, plazma ve diger ekstraseliiler sivilarda bulunanlar) farkli smiflandirmalar

mevcuttur (Yalgin, 1998).

4.5.1. Enzim yapisinda olan antioksidanlar

Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon-S-transferaz (GST) enzimsel
antioksidanlardandir (Valko ve ark., 2007; Pham-Huy ve ark., 2008; Sen ve ark., 2010; Sen ve
Chakraborty, 2011).

4.5.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

SOD, ROS ve siiperoksit anyon radikallerine karsi en 6nemli antioksidan savunma sistemidir.
Stiperoksit radikalini (O27) hidrojen peroksit (H202) ve molekiiler oksijene (O-) katalizleyen
enzimatik bir antioksidan olup reaktif oksijen tiirlerine kars1 ilk savunma hattin1 olusturur (Sen
ve ark., 2010; Sen ve Chakraborty, 2011). Hidrojen peroksit daha sonra, CAT ya da GPO ile
ortamdan uzaklastirilir.

SOD tipleri;

1. Mangan iceren SOD: Mitokondride bulunan solunum zinciri ve oksijen radikalinin major
kaynagi olarak bilinmektedir. Bu SOD tipi siiperoksit radikallerini uzaklagtiran primer
antioksidandir. Homo-tetramer yapidadir.

2. Bakir ve ¢inko i¢ceren SOD: Sitoplazmada ve dimerik yap1 bulunmaktadir.

3. Ekstraseliiler SOD: Interstisyel alanda ve plazmada var olan tetramerik yapidaki tipidir.

4. Nikel iceren SOD: Aminoasit kompozisyonu diger SOD’lardan farkli olan ve siyanid ile
inhibe edilebilen tipidir (Matés & Sanchez-Jimenez, 1999).

4.5.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, hidrojen peroksitin, H>O ve O2’ye doniisiimiinii katalize eden bir antioksidan enzimdir.
Biiyiik miktar1 peroksizomlar gibi hiicre i¢i organellerde olacak sekilde mitokondri ve
endoplazmik retikulumda bulunur (Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009). Mitokondride
oksijenin suya indirgenmesi esnasinda, potansiyel olarak toplam oksijen tiiketiminin %1-2’si,
0> ve H,0» gibi sitotoksik tiirlerin olusmasina neden olur. ROS’nin olusturabilecegi hasara
kars1 antioksidan savunma sistemleri devreye girer. Mitokondride olusan O ilk olarak SOD
ve GPx enzimleri tarafindan etkisizlestirilir. Fakat onemli bir miktar H>O, mitokondriden

sitozole gecger. CAT hidrojen peroksitin suya donligmesini kataliz eder. Sitoplazmaya gegen
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H202’in detoksifikasyonu CAT enzimi tarafindan gerceklestirilir. GPx’a goére daha yiiksek
kararli durumdaki H>O> konsantrasyonlarini, peroksizomlardan sentezlenen CAT enzimi
temizler. GPx’1n H202’e karst Km’si (Michaelis-Menten Sabiti) CAT’a kiyasla daha diisiiktiir.
Dolayistyla GPx, daha diisiik konsantrasyonlarda H>O;’yi metabolize eder (Radi ve ark., 1991;
Aslankog ve ark., 2019).

4.5.1.3. Glutatyon-s-transferaz (GST)

Ksenobiyotiklerin (metabolitler, zehirli maddeler vb.) zararli etkilerinin ¢esitli enzim ve
molekiiller aracilifiyla zararsiz hale getirilerek organizma digina atildigi metabolizma
mekanizmalarina “detoksifikasyon tepkimeleri” adi verilir. Detoksifikasyon tepkimeleri 3
asamada gerceklesir. Bunlar faz 1, faz 2 ve faz 3 seklinde adlandirilmaktadir. Faz 1
reaksiyonlarinda ylikseltgenme, indirgenme ve hidroliz gibi olaylar1 igerirken; Faz 2
reaksiyonlarinda konjugasyon reaksiyonlarina substrati hazirlar. Faz 3’te ise faz 2’de olusan ve
daha az toksik olan metabolitler elde edilerek eliminasyon saglanir (Kartal, 2023).
Ksenobiyotik metabolizmasinda GSH’1n rolii; faz I reaksiyonu ile olusturulan reaktif tiirlerin
faz 2 reaksiyonunda glutatyon ile konjugasyona girmesi ve sonugta hiicre makromolekiilleri
(DNA, RNA, protein) ile baglanmasini engelleyerek hiicre hasarmmi Onlemesi seklinde
gerceklesmektedir (Hayes ve ark., 2005; Aksoy, 2016). Ayrica lipid peroksidasyonuna karsi

savunma mekanizmasi GST’ler tarafindan olusturulur (Duran, 2024).

4.5.2. Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar

4.5.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, tripeptid formunda olup, glutamik asit (Glu), sistein (Cys) ve glisin (Gly)
aminoasitlerinden meydana gelen; sitozol, ¢ekirdek ve mitokondride bol miktarda bulunan
temel antioksidanlardandir (Herschbach ve Rennenberg 1994). Hiicrede indirgenmis (GSH) ve
yiikseltgenmis olmak iizere (GSSG) iki formu vardir. Glutatyonun canlilardaki temel islevleri
arasinda aminoasit taginimi, hidroksil radikalini ve tekli oksijeni dogrudan temizlemesi, C ve E
vitaminlerinin  aktif formlarina doniistiiriilmesi, eikosanoidlerin sentezlenmesi, gen
ekspresyonu ve apoptoziste rol almasi sayilabilir (Liebman ve Greenberg, 1988). GSH/GSSG
oraninin yliksek olmasi hiicrenin oksidatif hasardan korunmasi agisindan énemli olup, GSSG
icerigi, GSH iceriginin %]1’inden az olmalidir (Lu, 2009). Oksidatif stres sirasinda, GSH
seviyeleri diiser (Onat ve ark., 2006; Rahman, 2007).
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4.6. Asetilkolin esteraz aktivitesi (AChE):

Asetilkolin  (ACh), asetil KoA ve lipit metabolizmasi iiriinii kolinden olusan bir
norotransmitterdir. Asetilkolin esteraz, asetilkolini hidrolize ederek kolin ve asetat olusumuna
sebep olur. Noronlardan sinaptik bosluga yayilan ACh, postsinaptik ndrondaki reseptorlere
baglanarak sinyal olusmasini saglar. Bu sinyal AChE’nin ACh’yi hidroliz ederek kolin ve

asetata doniismesine neden olur (Whittaker, 1990).

4.7. Radyosensitivite

Canlilarin radyasyondan etkilenme durumlari cesitli etkenlere baghdir. Iyonize radyasyonun
cinsi, dozun biiyiikliigli ve maruziyet siiresi, 1sinlanan canlinin yasi (sirasiyla embriyo, fetiis ve
cocuklar yetiskinlere gore radyasyona daha duyarlidir), cinsiyet, canlinin biyolojik ve
metabolik farkliliklari, 1s1nlanan dokudaki oksijen miktar1 ve hedef dokunun duyarliligi bu
etkenler arasinda sayilabilmektedir (Bushong, 2012; Horarli, 2014; IAEA, 2014; Yeyin, 2015).
Bergoni¢ ve Tribondeau 1906’da olusturduklar1 kanuna gore; bir dokunun radyasyon duyarlig:
(radyosensitivitesi) cogalma kabiliyeti ile dogru, farklilasma derecesi ile ters orantilidir

(Coskun, 2011; Bushong,2012). Bu kanuna gore:

Kok hiicreler yiiksek radyosensitiviteye sahipken, olgunlagsmis hiicreler diisiik
radyosensitiviteye sahiptir.

* Geng doku ve organlarin radyosensitiviteleri yiiksektir.

» Yiiksek metabolik aktivite gosteren hiicrelerin radyosensitivitesi yiiksek, diisiik metabolik
aktivite gosterenlerin ise radyosensitivitesi diistiktiir.

«  Ureme ve bilyiime hizinim artis1 hiicreyi daha radyosensitif duruma getirir (Ozcan,2017).

*  Cocuklar, dokulardaki mitotik aktivite artis1 ve organ gelisimleri nedeniyle eriskinlere gore

radyasyona daha duyarlidir (Ludlow ve ark., 2015).

4.8. Radyasyonun Somatik ve Genetik Etkileri

Radyasyona bagli etkiler canlinin maruz kaldig1 dokuya goére somatik veya genetik (kalitsal)
etkiler olarak ortaya ¢ikabilmektedir. Somatik etkiler, canlinin kendisinde yasami boyunca
ortaya ¢ikan etkilerdir. Genetik etkiler ise canlinin iireme hiicrelerinin etkilenmesi sonucu diger
nesillerde ortaya ¢ikan etkilerdir. Somatik etkiler, deterministik etkiler ve stokastik etkiler

olarak ikiye ayrilirken genetik etkiler stokastik etki sonucu gelisir (IAEA,2014).
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4.8.1. Deterministik Etki

Radyasyon hasarmin belli bir esik dozun iizerinde meydana geldigi etkiler deterministik etki
olarak tanimlanabilmektedir. Esik doz, belli bir dozun altinda etkiye neden olmayan seviyedir.
Esik dozunu gectikten sonra deterministik etkinin siddeti radyasyon dozundaki artigla orantili
olarak artmaktadir. Bu etkiler hiicre organellerinde yapisal ve fonksiyonel degisiklikler
meydana getirebildigi gibi hiicrenin 6liimiine de neden olabilir (White ve Pharoah, 2018).
Deterministik etkiler; erken/akut (eritem, pulmoner pndmoni vb.) ve gec¢/kronik donem etkiler
(katarakt, akciger fibrozisi, keratozis, infertilite vb.) olarak iki ana alt grup seklinde
incelenebilir (IAEA,2014; Arslan, 2017). 5 Gy’e kadar olan ani radyasyon dozuna maruz
kalimlarda (akut) uygun miidahale yapilirsa oliim riski olugmayabilir. 50 Gy ve iisti

radyasyona maruz kalindiginda ise 6liim kaginilmazdir (Yeyin, 2015).

4.8.2. Stokastik Etki

Stokastik etki olusabilmesi i¢in herhangi bir esik doza ihtiya¢ duyulmaz. Etkiler alinan dozdan
bagimsiz, ¢ok diisiikk dozlarda bile ortaya c¢ikabilen ne zaman ve ne sekilde olacagi
ongoriilemeyen etkilerdir (Manisaligil ve Yurt, 2018). Radyasyon dozu arttik¢a radyasyona
bagli hasar olusma olasilig1 da artmaktadir (Yeyin, 2015). Stokastik etkilere, hiicrenin canli
kaldig1 bir mutasyon veya diger kalic1 degisiklikler neden olmaktadir. Kanser ve genetik etkiler,
stokastik etkinin en 6nemli 6rnekleridir (Amis ve ark., 2007). Genetik etkiler sonucu olusan

hasar gelecek nesillere aktarilir (Bushong, 2012; Ozcan, 2017).

4.9. Radyasyon ve Gebelik

Radyasyonun organizma iizerine etkileri dogum oncesi veya dogum sonrasi Olim ile
sonuclanabilecegi gibi, dogumsal anomaliler, biiyiime bozukluklar1 ve cesitli yapisal ve
fonksiyonel bozukluklar olarak da karsimiza ¢ikabilir. Embriyonel veya fetal donemde hiicre
boliinmesi ve farklilasmasi yogun olarak gerceklestigi i¢in hiicreler radyasyon hasarina daha
duyarli hale gelmektedir (Bigak¢1, 2009). Mevcut verilerin cogu model organizmalar tizerinde
yapilan caligmalar ile edilmekle birlikte radyasyonun embriyo ve fetiis lizerine etkileri ile ilgili
bilgilerin bir kismina da Hirogsima ve Nagazaki’de, Eyliil 1945 ile Mart 1946 tarihleri arasinda
dogan gebeligin farkli donemlerinde 0,01 Gy ile 1 Gy’den fazla doz aralifina maruz kalan
1500’den fazla cocuk {iizerinde yapilan incelemeler ile ulasilmistir (IAEA, 2010). Ayrica
koruma Onlemlerinin alinmadigi donemlerde tani ve tedavi amagli 1sinlamalar sonucu
radyasyondan etkilenen hasta verilerinin degerlendirilmesi ile de bir¢ok veri elde edilmistir.
Yapilan ¢aligmalarda diisiik doz radyasyonun insan fetusuna zarar verdigi gosterilmistir

(Bigake1, 2009).
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Radyasyonla meydana gelen hasar; maruz kalinan toplam doza, dozun uygulanma hizina, lineer
enerji transferi (LET) degerine ve embriyonun/fetiisiin gelisim evresine baghdir. Insan igin
gebeligin 18-38. giin aralig1 fetusun embriyo evresinden eriskin evreye gectigi donem olup
radyasyona en duyarli olunan fazdir. Bu donemdeki radyasyon maruziyeti ile dogumsal anomali
insidans1 artig gosterir (Dunn ve ark, 1990; Kirac ve Yiiksel, 2001; Ozalpman, 2001 Hall ve
Giaccia, 2006; Bigakg1, 2009).

4.9.1. Embriyonel ve fetal gelisim evreleri

4.9.1.1. Preimplantasyon evresi

Yumurtanin déllenmesi ile uterus duvarina implantasyon arasindaki dénem preimplantasyon
evresi olarak isimlendirilmektedir. Insan embriyonel hayatiin ilk 3 haftasinda
(preimplantasyon ve erken noéronogenesis donemi) hiicrelerde farklilagma meydana gelmeden
ayn1 hiicre grubunda stirekli ve hizli bir artis olmaktadir, bu nedenle radyasyona maruz kalan
hiicreler doza bagh olarak ya 6liir ya da hi¢bir anomali olmadan olgun hiicreye doniisiir. Bu
donemde radyasyon duyarliligi lethalite dlgiitlerine gore yiiksek olmakla birlikte (0,1-0,15 Gy
esik doz degerleri bildirilmistir) ya hep ya da hi¢ kurali gegerlidir. Olgunlasan hiicre radyasyona
daha direncli hale gelerek implante olmakta ve normal gelisim evrelerine devam etmektedir

(Wagner ve ark., 1997; ICRP, 2000; Valentine, 2003; Hall ve Giaccia, 2006).

4.9.1.2. Organogenez evresi

Organogenez evresi l¢glincll ile yedinci gestasyonel hafta arasindaki donemdir. Bu evrede
radyasyona maruz kalinmasi sonucunda dogum 6ncesi 6liim yerine organ anomalileri ve dogum
sonrasi 0liim oranlarinda artig goriiliir. Bu donemde 0,05- 0,5 Gy arasinda degisen dozlar esik
doz degeri olarak bildirilmistir (Wagner ve ark., 1997; Valentine, 2003; Hall ve Giaccia, 2006;
ICRP, 2007). Erken organogenez doneminde radyasyona maruziyet sonucu embriyoda biiylime
geriligi ve dogumsal anomali oranlarinda artis gozlenmistir. Organogenez sirasinda ise her
organ farkli donemde gelistigi i¢in, radyasyona maruz kalinan donemde gelismekte olan
organda spesifik hasar meydana gelebilmektedir. Ornek olarak farelerde 7. giin uygulanan
radyasyon nedeniyle ¢ene anomalileri goriilmiisken, 8.-11. giinde yapilan isinlamalarda
eksensefali, anensefali, hidrosefali ve mikrosefali gibi bas bdlgesine ait anomaliler olusmustur.
Doz artisinin anomali oraninda da artisa neden oldugu bilinmektedir (Friedberg ve ark., 1987;

Kirag ve Yiiksel, 2001; Ozalpman, 2001).
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4.9.1.3. Fetal donem

Fetal donem; gebeligin son donemi olup yedinci gestasyonel haftadan sonrasini igerir. Bu evre
organ olusumunun tamamlandig1 ve organ fonksiyonlarinin gelisiminin 6n planda oldugu
stirectir. Radyasyon etkilerine kars1 en direngli olunan evredir. Bu evrede radyasyon maruziyeti
sonucunda 6lim ve dogumsal anomali yerine organ fonksiyon bozukluklar1 goriilmektedir.
Farelerde yapilan 1sinlamalarda fetal donemde hematopoetik sistem, karaciger ve bobreklerde
baz1 bozukluklar gézlemlenmis olup olusan hasar1 meydana getirecek radyasyon dozlarinin ise
cok yiiksek oldugu saptanmistir. Zeka geriligi ve biiyiime bozukluklar1 bu doneme 6zgii olusan
radyasyon hasarlaria 6rnektir. Radyasyon hasari olugma riski en yiliksek donem 8.-15. gebelik
haftalar1 arasindaki donemdir ve ilerleyen gebelik haftalarinda ayni dozla etkilenen fetusta
olusan hasarin azalarak devam ettigi izlenir. Normal IQ degeri 100 kabul edilirse, 8.-15. gebelik
haftalar1 arasinda 1 Gy radyasyon maruziyeti ile 30 puanlik azalma goriiliirken, 16-25. gebelik
haftalar1 arasinda IQ’da gerilemenin daha az oldugu goriilmiistiir (Mole, 1987; Dunn ve ark.,
1990; Mole, 1990; Otake ve ark., 1991; Otake ve Schull, 1998; Miller, 1999; Fattibene ve ark.,
1999; Ozalpman, 2001).

4.10. Radyasyondan Korunma

Radyasyondan korunmada kullanilan, {i¢ adet doz sinirlama sistemi ilkesi bulunmaktadir:

1. Uygulamalarin Gerekliligi- Radyasyonun zararli etkileri g6z niinde bulundurularak net bir
yarar saglamayan hicbir radyasyon 1sinlamasina izin verilmemelidir.

2. Radyasyon Korunmasinin Optimizasyonu: Tedavi amacgli medikal 1smnlamalar harig,
1sinlama gerektiren tiim durumlarda 1sinlamalar miimkiin olan en diisiik dozda tutulmalidur.
Bu yaklasim ALADA prensibi (As Low As Diagnostically Achievable) olarak da
bilinmektedir (Berkhout, 2015).

3. Doz Simirlar1 (Limitasyon): Maksimum miisaade dozu; ekspoz siiresini ve uygulanan dozu
azaltmaya yonelik bu ilkede klinik muayene sonrasi radyografi teknigi ve gerekliligi
belirlenmelidir. Minimum hasta ve uygulayici dozu ile maksimum hasta yarar1 géz oniinde

bulundurulmalidir.

4.10.1. Dozimetre

Radyografik inceleme, dis hekimliginin ayrilmaz bir par¢asidir ve uzun yillardir yaygin olarak
kullanilan bir teshis yontemidir. Radyografi, yararl bilgiler saglasa da radyasyon dozu uzun
vadeli zararl etkilere sahiptir (Asha ve ark., 2015; Tsapaki, 2017).

Radyasyona siirekli maruz kalmak hasta, hekim ve radyoloji teknikerleri i¢in kanser riskinde

artisa neden olabildigi i¢in radyasyon maruziyeti miimkiin oldugunca diisiik olmalidir. Bu
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nedenle, tani radyolojisinde doz 6l¢iimii 6nemlidir (White ve ark., 2001; Lipoti, 2008; Hart,
2009; Okano & Sur, 2010; White& Pharoah, 2013; Iannucci & Howeron, 2016). Maruz kalinan
radyasyon miktarin1 belirlemede kullanilan cihazlar dozimetre olarak adlandirilir (CNSC,
2012). Dozimetre se¢imi radyasyon tipine, enerji arali§ina, dl¢iim menziline ve agisina, cevap
stiresine bagldir (Dénmez, 2017). Optik uyarlamali luminesens dozimetre radyasyon dozunu

Ol¢mede kullanilan dozimetre ¢esitlerinden biridir.

4.10.1.1. Optik luminesans dozimetre (OSL)

Optik liiminesans (OSL) dozimetreler, yalitkan ya da 1sinlanmis yari iletken malzemenin 1518a
maruz kalmasiyla acgiga cikardigi liiminesans ile radyasyon doz Ol¢iimii yapan cihazlardir.
Yayilan 15181n yogunlugu, alinan radyasyon dozuyla orantilidir. Bildirilen minimum doz 6l¢iimii
0,05 mGy'dir (Podgorsak, 2005; Pradhan ve ark., 2008; CNSC, 2012; Garcia-Sanchez ve ark.,
2018; Yukihara ve ark., 2022). OSL dozimetreler diisiik dozlarda yiiksek duyarlilik gostermesi,
kiimiilatif dozun tayinine olanak saglamasi, genis bir doz araliginda olduk¢a duyarli olmasi ve

tekrar okuma gibi avantajlar1 nedeniyle siklikla tercih edilmektedir (TAEK, 2018).

4.10.2. Embriyo ve fetiisiin radyasyondan korunmasi

Embriyo ve fetiisiin radyasyondan korunmasi amaci ile gebelik siiresince radyasyon
maruziyetinden kacinilsa da tibbi gereklilik, bilinmeyen gebelik durumlarinda tan1 veya tedavi
amacl 1sinlama ya da radyasyon calisanlarinin gebelik siirecinde radyasyon maruziyeti
meydana gelebilmektedir (Williams, 2010). 50 mGy (5 rad) fetusa zararh olabilecek kiimiilatif
iyonize radyasyon dozu i¢in sinir olarak bildirilmistir. Radyasyonla c¢alisan kadinlarin gebelik
planlanlama siirecinde yillik biriken doz st 20-30 mSv’dir. Mesleki radyasyon
maruziyetinde, gebelik boyunca izin verilen en yliksek doz ise 5 mSv’dir. (ICRP, 2007). Gebelik
ogrenildikten sonra yapilmasi en uygun olan radyasyon alanlarinin disinda ¢alismaktir (Wagner
ve ark., 1997; Ozalpman, 2001; Hall ve Giaccia, 2006).

Gebelik planlamasi yapan kadinlarda abdominal ve pelvik bolgesine tani amagli radyasyon
uygulamasi zorunlu ise uygulama mutlaka ovulasyon 6ncesi donemde (menstriiel siklusun ilk
10 giinii) yapilmalidir. Gebelik sirasinda tani veya tedavi amagli radyasyona maruz kalacak
kadmlara gebelik donemine gore fetiis ile ilgili gelisebilecek patolojiler hakkinda bilgi

verilmelidir.

4.11. Parkinson Hastahgi (PH)
Parkinson hastaligt (PH) beyinde nigrostriatal dopaminerjik yolagin ndronlarinin sayica

azalmasina bagli olarak bazal gangliyonlardaki (6zellikle corpus striatumdaki) ndromediyator
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olarak goérev alan dopaminin fazlaca azalmasi sonucu gelisen kronik idiopatik bir hastaliktir

(Kayaalp, 2005).

4.11.1. Parkinson hastaliginin etiyolojisi
Cogu Parkinson olgusunda hastalik idiyopatiktir ancak yaglanma ile birlikte ¢evresel ve genetik
faktorler hastaligin etiyolojisinde dnemli rol oynamaktadir (Jenner ve ark, 2013; Xu ve Chan,

2015). PH altinda yatan molekiiler mekanizmalar tam olarak anlagilamamustir.

4.11.1.1. Cevresel faktorler

Diger pek cok norodejeneratif hastalikta oldugu gibi, PH da genetik faktorlerin yani sira
cevresel faktorlerin de 6nemli derecede etkisi vardir.

PH’a neden olan ¢evresel faktorler arasinda pestisitler, agir metaller, antidopaminerjik ajanlar,

toksinler ve iyonize radyasyon sayilabilmektedir (Xu ve Chan, 2015; Akbay1r ve ark, 2017).

4.11.1.1.1. 1-Metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin (MPTP) ve Parkinson hastahig:

MPTP, PH’deki dejeneratif siirecin hiicresel mekanizmalarini agiga ¢ikaracak hayvan modelleri
gelistirmek ve yeni terapdtik stratejileri test etmek icin yaygin olarak kullanilan sentetik bir
norotoksindir (Kin ve ark., 2019). MPTP ytiksek lipofilik 6zelligi ile sistemik uygulama sonrasi
hizla kan-beyin bariyerini gecerek astrositler ve endotelde metabolize olmaktadir (Ribeiro ve
ark, 2013). MPTP o6nce monoamin oksidaz-B (MAO-B) tarafindan 1-metil-4-fenil-2,3-
dihidropiridinyum (MPDP+)’a, sonra, aktif norotoksik 1-metil-4-fenilpridinyum (MPP+)’a
doniistiiriilmektedir (Smeyne ve Jackson-Lewis, 2005; Bove ve Perier, 2012). MPP+,
ekstraseliiler alana salinmakta (Taylor ve ark, 2013) ve burada dopamin tastyicisi araciligiyla
dopaminerjik néronlara alinmaktadir (Yokoyama ve ark, 2011; Hare ve ark, 2013; Taylor ve
ark, 2013). Oncelikle mitokondride biriktigi (Duty ve Jenner, 2011; Taylor ve ark, 2013) ve
mitokondriyal respiratuar zincirin kompleks I, III ve IV ile etkilestigi belirtilmistir (Ribeiro ve
ark, 2013). Boylece elektron transport zincirinin inhibe edilmesiyle ATP iiretiminde azalmaya
(Duty ve Jenner, 2011; Yokoyama ve ark, 2011; Ribeiro ve ark, 2013) ve reaktif oksijen tiirleri
(ROT) miktarinda artmaya sebep olmakta, ardindan da hiicre oliim yolaklarini aktive

etmektedir (Taylor ve ark, 2013).

4.11.1.1.2. Iyonize radyasyon ve Parkinson hastalig
Yapilan ¢aligmalarda oksidatif stres ve enflamasyonun PH neden olabilecegi bulunmustur
(Wang ve ark., 2013). Iyonize radyasyon enflamasyon ve oksidatif stresi tetikleyerek

ndrobiyolojik etkiler ile PH’a neden olabilmektedir (Betlazar ve ark., 2016).
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4.11.1.2. Parkinson hastali@: gelismesinde etkili genler

PH vakalariin yaklasik %5-10'unda, otozomal dominant genler alfa-siniiklein (SNCA), 16since
zengin tekrarlayan kinaz 2 (LRRK?2) ve otozomal resesif genler Parkin RBR E3 ubikitin protein
ligaz (PARKIN), PTEN kaynakli kinaz 1 (PINK1), Daisuke Junko 1 (DJ-1) dahil olmak {izere

genetik mutasyonlar goriilmektedir (Gialluisi ve ark., 2021).

Tablo 3. PH'da etkili oldugu diisiiniilen baz1 6nemli genler ve zebra balig1

Sembol Genin Ad1 PARK | Zebra Bahg: Ortologu | Kalitim
Kodu
PINK1 Pten kaynakli kinaz 1 PARKO6 pinkl OR
PRKN Parkin RBR E3 ubikitin protein PARK2 prkn OR
ligaz
DJ-1 Parkinsonism iliskili degligaz PARK7 dj-1 OR
LRRK2 Lésince zengin tekrarlayan PARKS Irrk2 OD
kinaz 2

4.11.1.2.1. Parkin RBR E3 ubikitin protein ligaz (PRKN) (PARK2)

PRKN, mitokondriyal yapinin ve DNA biitiinliigiiniin korunmasinda rol alir (Day ve Mullin,
2021). Parkin (PRKN), SNCA ve diger substatratlarin yikiminda gérev alan bir E3 tipi ubikitin
ligazdir. PRKN’deki mutasyonlar, E3 aktivitesini bozarak, SNCA’nin birikmesine ve SN’deki
ndronlarin segici 6liimiine yol agar. PRKN genindeki iki allelinden sadece birindeki mutasyon
sonucu olugan fonksiyon kaybinin PH yatkinligin1 arttirmak i¢in yeterli olugu ve ayrica
otozomal dominant kalitimina yol agabilecegi gozlenmistir. Gozlemlenen mutasyonlar,
PRKN’nin 12 eksonun her birinde bulunmustur ve nokta mutasyonlari, delesyonlar ve
dublikasyonlari icermektedir (Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023). PRKN, en yaygin otozomal
resesif PH ile iligkili gendir. PRKN igin bilesik heterozigotlar, erken baslangi¢li Parkinson
hastalarinin yaklagik %50’sini olusturur (Jankovic ve Tan, 2020). PRKN mutasyonlar1 olan
hastalar, tipik PH motor semptomlar1 gdsterir ve L-DOPA’ya siirekli bir yanit verir. Hastalik

genellikle yavas ilerler (Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023).

4.11.1.2.2. PTEN kaynakh indiiklenen kinaz 1 (PINK 1) (PARKG6)

PRKN’den sonra otozomal resesif PH i¢in goriilen en sik ikinci gen PTEN kaynakli kinaz 1
(PINK1)’dir. PINK1 2004 yilinda Italya Sicilya’daki ailelerin genetik analizlerinde kesfedilen
bir PH genidir. Sonraki ¢alismalar PH ile iliskili bir¢cok varyantini ortaya ¢ikarmistir. PINK1 ve
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PRKN is birligi yaptig1 ve mitokondriyal kalite kontroliinde gorev aldigi bilinmektedir
(Funayama ve ark., 2023). Gen boyunca nokta mutasyonlari, ¢erceve kaymasi mutasyonlari ve
kesik mutasyonlar rapor edilmis ve bunlarin reaktif oksijen tiirlerine (ROS) ve diger stres
tiirlerine kars1 duyarliligi artirabilecekleri ve bdylece PH’ye yol agabilecekleri varsayilmaktadir
(Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023). PINK1 anti-inflamatuar bir role sahip olabilecek
mitokondri ile iligkili bir kinazdir. PRKN, PINK1 ve DJ1 ubikitin-proteazom sistemi i¢inde
etkilesime girdigini ve mitokondriyal yapinin korunmasinda rol aldig1 gosterilmistir (Day ve
Mullin, 2021). PINKI, secici otofajik yoluyla islevsiz veya gereksiz mitokondrilerin spesifik
olarak ortadan kaldirilmasini diizenleyerek mitokondriyal agi ayarlayarak ve enerji
metabolizmasini koruyarak mitokondriyal islev bozukluguna ve apoptoza karsi noéroprotektif
bir gorev lstlenir (Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023). PINK1, hasar ya da fonksiyon
bozuklugunun neden oldugu mitokondriyal membran potansiyelindeki azalmaya yanit olarak
mitokondri dis membraninda birikir. Buna karsilik, bu, PRKN’i sitozolden mitokondri dis
membranina hareket ettirir. E3 aktivitesi mitokondriyal proteinlerin her yerde bulunmasi
sebebiyle mitokondriyal bozulmaya yol agarak mitofajiyi destekler. Hasarli mitofaji ve
PINK1/PRKN sinyali, Alzheimer hastaligi (AD), PH ve glokom dahil olmak iizere

norodejeneratif hastaliklarda mevcuttur (Quinn ve ark., 2020).

4.11.1.2.3. Losince zengin tekrarlayan kinaz 2 (LRRK2) (PARKS)

Losince Zengin Tekrarlayan Kinaz 2 (LRRK2) bir ROC (Kompleks Ras) GTPaz, bir COR
(ROC’un C terminali) ve bir kinaz alaninin bulunmas ile karakterize edilen, ROCO protein
ailesine ait biiyiik bir proteindir (Rivero-Rios ve ark., 2020). Dardarin olarak da adlandirilan
biiylik bir protein (2527 amino asitten olusur.) olan LRRK?2, vezikiiler trafigi, otofajik, protein
sentezi ve hiicre iskeleti islevinde rol alir, ayrica mitokondriyal proteinler ile etkilesir ve
bagisiklik sisteminde de yer alabilir. LRRK2, striatumda yiiksek oranda eksprese edilir, ayrica
makrofaj ve migrogliada, inflamatuar yolaklari ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (Jankovic ve
Tan, 2020). LRRK2 ilgili ¢alismalarda Rab proteinleri ile iligkisi tanimlanmistir. Rab GTPaz’lar
tiim hiicre i¢i vezikiiler trafik icin kilit oyunculardir (Rivero-Rios ve ark., 2020). LRRK2 en
yaygin otozomal dominant PH ile iliskili gendir ve yasa bagli penetrasyon ile hem ailesel hem
de sporadik PH’de yaygin bir mutasyon (G1019S) tanimlanmistir. G2019S mutasyonu, ¢cogu
Kafkas popiilasyonunda sporadik PH’nin %1-3’{inii ve %3-4’linii ailesel PH’dan ve Kuzey
Afrika Berberileri, Iber ve Askenaz Yahudileri popiilasyonlarinda %40’a kadarmdan
sorumludur (Jankovic ve Tan, 2020).

LRRK2’li PH’nin klinik fenotipi L-DOPA’ya iyi yanit verir. GWAS’ta sporatik PH ve LRRL2

lokuslarimin ~%1’inde LRRK2 yanlis anlamli varyantlarinin tanimlanmasi LRRK2’nin
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idiyopatik PH’da 6nemli bir rolii oldugunu gostermektedir (Day ve Mullin, 2021). Patoloji
oldukc¢a heterojendir. LC’leri igerebilir veya igermeyebilir ve siniikleinopati ve tauopatilerle

ortiisebilir (Jankovic ve Tan, 2020).

4.11.1.2.4. Parkinsonism iliskili deglikaz (DJ-1) (PARK?7)

Parkinsonism iligkili degligaz diger isimlendirmesi ile Daisuke Junko 1 (DJ-1), fizyolojik
kosullar altinda her yerde eksprese edilen ve dimerik olan, 189 amino asitlik kiigiik, ytliksek
oranda korunmus bir proteindir. Ilk kez 2003 yilinda PH’nin erken baslangicli, ailesel
formlariyla baglantili olan PARK7 geni tarafindan kodlanir (Repici ve Giorgini, 2019). DJ-1
icin bildirilen mutasyonlar, homozigot veya bilesik heterozigot durumda bulunan yanlis anlamli
mutasyonlar, tam ekson silinmesi, ¢erceve kaymasi mutasyonlart ve bir ek yer mutasyonudur
(Paccosi ve Proietti-De-Santis, 2023).

DIJ-1, iki mitokondri ayirma proteinin (UCP4 ve UCPS) ekspresyonunu artirarak mitokondriyi
oksidatif stresten koruyan, boylece mitokondriyal membran potansiyelini azaltan ve ayrica
ROS iiretimini baskilanmasini saglayan bir transkripsiyon diizenleyicisidir. Bu sayede bir takim
mitokondriyal islevi optimize eder ve ndronal hiicre sag kalimini destekler. DJ-1 oksitlendikten
sonra, SNCA icin bir saperon gorevi gorerek fibrilasyonu ve birikimi 6nler (Paccosi ve
ProiettiDe-Santis, 2023). DJ-1 esas olarak mikroglia, astrositler ve néronlar tarafindan eksprese
edilir. Agirlik olarak sitozolde bulunsa da ¢ekirdek ve mitokondri ile de iliskilidir. Yapilan
caligmalarda pestisitlerin bazilarii DJ-1 inhibitorii oldugu gosterilmistir. Bu durum ROS
birikmesine ve PH gelismesine katkida bulunur. DJ-1 mutasyona ugradiginda metal baglama
ozelligini de yitirebilir ve bu durum agir metallerin toksisitesine karsi noronlari hiicreleri
savunmasiz birakabilir (Lind-Holm Mogensen ve ark., 2023). Klinik olarak, DJ-1 mutasyonlar1
olan Parkinson hastalarinda erken baslangich diskinezi, rijidite ve titreme goriiliir, bunu daha
sonra psikiyatrik belirtiler izler ve genellikle L-DOPA tedavisine iyi yanit verir (Repici ve

Giorgini, 2019).

4.12. Model Organizma Olarak Zebra Bahg

Insan genomundaki biyolojik veya farmakolojik olaylarin nedenlerini, mekanizmalarini
ogrenmek ve arastirmak icin lizerinde ¢aligmalar yapilan gruplar model organizma olarak
tanimlanmaktadir. Prokoryatlar, funguslar, protistalar, bitkiler ve hayvanlar giiniimiize kadar
kullanilan veya hala kullanilmakta olan model organizmalar (Hedges, 2002). Model
organizmalar insan genomuna olan benzerliklerden dolayi secilmekte ve insanlardaki genomik
dizilimin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu sebeple tercih edilen model organizmalarin

insan genleriyle yakindan iligkili olmas1 oldukca 6nemlidir. Ayrica model organizmanin in vitro

26



kosullarda kolaylikla iiretilmesi ve kisa jenerasyon araligina sahip olmasi tercih nedenleri
arasinda sayilmaktadir. Son yillarda zebra balig1 (Danio reiro) da yukarida belirtilen 6zelliklere
sahip olmasi1 nedeniyle siklikla model organizma olarak tercih edilmektedir (Balon, 1975).
Zebra baliklar1 Giiney Asya, Kuzey Hindistan, Pakistan, Bhutan ve Nepal gibi iilkelerin
akarsularinda yasayan tropikal bir tath su baligidir. Kemikli baliklarin (Teleostei)
Actinopterygii sinifinda, Cyprinidae familyasina ait bir tiirdiir (Carpio & Estrada, 2006). Zebra
baliklar1 i¢in optimum sicaklik 26-28°C’dir. Uygun iletkenlik ve pH degerleri sirasiyla 10 ile
271 uS ve pH 6,0-8,0 arasindadir (Engeszer ve ark., 2007). Sivrisinek larvalar1 ve diger
boceklerle beslenmektedirler. Govdelerinde 7-9 adet giimiis rengi ve mavi ¢izgiler bulmaktadir.
Boyutlart maksimum 4-5 cm’dir. Bir disi haftada ortalama 200 yumurta iiretmekte ve yumurta
iiretimi nedeniyle disi baliklarin karinlar1 erkek baliklara oranla daha siskin gériinmektedirler.
Zebra balig1 embriyolari; 48. saatin sonunda koryondan ¢ikar ve sonraki satha ‘larval evre’
olarak isimlendirilmektedir. 5. giin (120. saat) sonunda larva organizasyonu tamamlanur.
Zebra baligi embriyolar1 dis ortamda gelistigi icin tim gelisim safthalari kolaylikla
gozlenebilmektedir. Ayrica gelisme siireleri de oldukc¢a hizlidir. Haftada yaklasik 50-200
arasinda yumurta {iretim sayisi, embriyolarin basit ve seffaf olmasi ¢alismalarda avantaj ve
deneysel kolaylik saglamaktadir. Yapilan arastirmalara gore zebra balig1 ve insan gen ortologu
%73 olarak tespit edilmistir (Howe ve ark., 2013). Genetik materyal olarak 25 kromozom 1,7
milyar baz ciftine sahiptir. Zebra balig1 ile insan hastalik ve gelisim genlerinin benzerlik
gostermesi, yapilan genetik analizler i¢in elverisli bir model organizma 6zelligi sunmaktadir
(Vargesson, 2007). Bunun yan1 sira farmakolojik ¢aligmalarda da siklikla kullanilmaktadirlar
(Ma ve ark., 2013). Zebra baliklarinin {iretimi i¢in elverisli kosullar saglandiginda iiretmek
kolay ve dikkate deger deneysel avantajlar sunmaktadir. Laboratuvar kosullarinda y1l boyunca
yumurtlayabilir (Brand ve ark., 2002). Zebra baliklar1 diger deney hayvanlarina kiyasla 3 ay
gibi kisa bir siirede cinsel olgunluga erisirler (BallyCuif & Vernier, 2010).

4.12.1. Zebra Bahgi Gelisim Asamalari

Ciftlesme tankindan toplanan dollenmis yumurtalar seffaf goriinlime sahiptir. Dollenmemis
yumurtalar ise opak renkleri ile d6llenmis yumurtalardan kolaylikla ayrilabilmektedir. Ddllenen
embriyolarda yarim saat i¢erisinde blastodisk olusumu gézlenmektedir. D6llenmeden 45 dakika
sonra ilk boliinme asamasi gergeklesmektedir. Bu boliinmenin ardindan blastomerler 15
dakikada bir boliinmeye devam etmektedir. Blastomerlerin segmentasyon asamasindan sonra
ise gastrulasyon safhasi baglamaktadir. Embriyolarin gelisimi; zigot (0-45 dakika), yariklanma
(45 dakika-2,15 saat), blastula (2,15-5,20 saat), gastrula (5,20-10 saat), segmentasyon (10-24
saat), faringula (24-48 saat), kulucka (48-72 saat), larval satha (72 saat sonras1) olmak iizere 8
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temel sathadan olusmaktadir (Kimmel ve ark.,1995). Gelisim asamalarinin 1. giiniinde
embriyolar bas ve kuyruk bolgelerinden olusur, 2. giliniinde pigmentasyon gostermeye baslarlar

(Westerfield, 2000).
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5. GEREC ve YONTEM

Zebra baliklarinda yapilacak calismalarda, fertilizasyon (déllenme) sonrasi gelisimlerin ilk 120
saatine kadar olan siirecte kullanilacak embriyo ve larvalar icin Avrupa Birligi ve Ulkemizdeki
yasal mevzuata gore etik kurul iznine gerek yoktur, ¢calismamiz bu sartlar1 sagladigindan etik
kurul onayina bagvurulmamistir (EEC, 1986).

Zebra baligindan embriyolarinin elde edilmesi ve biyokimyasal parametrelerin tayinleri
Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Zebra Balig1 Arastirma Laboratuvarinda, farkl
ekspojur siirelerinde diisiik doz iyonize radyasyona maruziyet islemleri ise Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali Réntgen
Biriminde gerceklestirilmistir. Bu tez Marmara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Komisyonu

tarafindan TDH-2023-10981 proje numarasi ile desteklenmistir.

5.1.Zebra Baliklar1 Bakim ve Beslenme Prosediirii

Calismamizda Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Biyokimya Béliimii'ne ait
ZEBTEC akvaryum sisteminde bulunan yetiskin yabani tip AB susu zebra baliklari
kullanilmistir. Zebra baliklari bilgisayar kontrollii inkiibasyon tankinda (ZEBTEC Mini system)
yetistirilmistir. Giinde 14 saat giin 1518mna, 10 saat karanlik olacak sekilde aydinlatma sistemi
kurularak sirkadiyen ritimleri olusturulmustur. Sicaklik ve nem sirasiyla 28 £ 1 °C ve %61
olarak ayarlanmis ve otomasyon sistemle sabit tutulmustur. Sistemin suyunun pH’st 6,9-7,2
aras1 ayarlanmis ve sabitlenmistir. Tanktaki suyun parametreleri giinlik ve haftalik olarak
kontrol edilmistir. Fiziksel ve UV sistemlerini igeren filtrasyon sistemi ile baliklarin ortam
temizligi saglanmistir. Yetiskin baliklar litrede 2-5 tane olacak sekilde 6zel akvaryumlarinda
barindirilmistir. Giinde iki kez kuru yem ve bir kez de canli yem ile toplam ii¢ kez

beslenmislerdir.
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Sekil 1. ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi

5.2.Zebra Bahig1 Emriyo Eldesi

Zebra baliklarinin iireme siklusu fotoperiyottan etkilenmektedir ve giiniin ilk 1giklari ile lireme
davranisi baslamaktadir. Disi ve erkek zebra baliklari, koordineli yumurlama ve sperm
salinimina yol agan kur hareketleri gosterirler. Embriyo eldesi icin zebra baliklart disi:erkek
orani 2:1 olacak sekilde alti diiz veya kavisli olan ¢iftlestirme tanklarina bir onceki gece
karanliktan hemen 6nce alinir, ayrica disi ve erkeklerin karismamasi i¢in separator kullanilir.
Erkek zebra baliklar1 daha ince viicut yapilari, viicutlarindaki giimiisi bantlar ve bu bantlarin
tizerindeki turuncu ve kirmizimsi renk tonlar1 ile disilerden ayirt edilebiliyorken; disilerin
iirettikleri ¢ok sayida yumurta nedeniyle daha sisik karin bolgesi ile erkeklerden ayrilabilir.
Secim yapilirken aktif erkek baliklar ve karn1 siskin disiler tercih edilir. Bu islem, calismada
kullanilacak yeterli sayida embriyo eldesi i¢in dort adet tankta ve birbirlerine paralel olacak
sekilde konumlandirilarak alt1 kez tekrarlanmigtir.

Gliniin ilk 1s1klarindan yarim saat sonra ciftlestirme amaciyla aradaki separator kaldirilmistir.
Doéllenmis embriyolar tankin deliklerinin altindan toplanmistir. Yeterli embriyo elde edilene
kadar iglemler tekrarlanmistir. Déllenmis ve uygun gelisim dénemindeki embriyolar (OECD
TG 236, 2013) stereomikroskopta secilerek toplanmis ve E3 ¢ozeltisinde 28°C’deki etiivde
saklanmistir (Bhasin ve ark., 2016).
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Sekil 2. Yetiskin zebra baliklar1 secimi ve eslestirme tanki

Sekil 3. Embriyo elde etme yontemi (Bhasin ve ark., 2016’dan yararlanilarak hazirlanmistir.)

5.3.Zebra Baligi ile Olusturulan Deney Gruplar1 ve Maruziyet Uygulanmasi

Zebra balig1 embriyolari, fertilizasyondan sonra 0-2 saat araliginda (0-2 hpf), 24 kuyucuklu
platelerdeki kuyucuklara 1 ml E3 c¢ozeltisi igerisinde 20’ser adet konulmustur. Embriyolar
kontrol (E3 ¢ozeltisi) grubu, 1-Metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin (MPTP) maruziyet grubu,
diisiik doz iyonize radyasyon (DDIR) maruziyet grubu ve diisiik doz iyonize radyasyon ile
birlikte 1-Metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin (DDIR+MPTP) maruziyet grubu olmak iizere
4 gruba ayrilmistir. Her bir grubun ve kuyucugun hiicre boliinmesinin ayni1 asamada olmasina
dikkat edilmistir. MPTP ve DDIR maruziyet gruplarinin dozlar1 ve uygulama zamanlari, daha
once yapilmis ¢alismalar taranarak belirlenmis olup embriyolarin gelisimleri 72 saate kadar
Zeiss Sterio Discovery V8 mikroskobu altinda incelenirken, her bir grubun goriintiileri,

malformasyonlari, 6liim kalim ve koryondan ¢ikis (hatching) oranlar fertilizasyondan sonraki
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24., 48. ve 72. saatlerde kaydedilmistir. Plateteki her bir kuyucugun ¢ozeltisi giinliik olarak
yenilenmis ve her grup i¢in dort tekrar yapilmistir.
72. saatin sonunda gruplarda sag kalan embriyolar serum fizyolojik ile homojenize edilerek

PCR tayinleri ve biyokimyasal parametrelerin tayini i¢in -20° C’de buzdolabinda saklanmistir.

5.3.1. Kontrol grubu ¢ozeltisi ve uygulama

0-2 hpf boliinme periyodundan segilen kontrol grubundaki embriyolar 24 kuyucuklu platelerde,
her bir kuyucukta 20 adet ve toplam 80 adet olacak sekilde 1 ml E3 ¢dzeltisi icerisinde
bekletilmistir. E3 ¢ozeltisi; 5 mM NaCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl, ve 0,33 mM MgSO4
karigtmindan olugmaktadir. pH seviyesi 7,2’ye ayarlanmistir ve tamponlama amaciyla NaHCO3

kullantlmistir.

5.3.2. MPTP maruziyet dozu ve uygulama

MPTP maruziyeti i¢in Sigma-Aldrich’den (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) tedarik edilen
%98 safliktaki MPTP norotoksini kullanilmistir. MPTP stok ¢ozeltisi 10 mg MPTP ve 2 mL E3
soliisyonu ile hazirlanmistir. Zebra balig1 embriyolarinda MPTP grubu i¢in maruziyet dozu
daha Once yapilmis ¢aligmalar taranarak morfolojik anormallik olmaksizin dopaminerjik
ndronlarin  maksimum kaybiyla sonuglandigt 800 uM MPTP, uygulama zamam da
dopaminerjik néronlarin ilk kez diensefalonda tespit edildigi fertilizasyondan sonraki 24. saat

olarak belirlenmistir (Guo ve ark., 1999; Lam ve ark., 2005; Cansiz ve ark., 2022).

5.3.3. DDIR grubu maruziyet dozu ve uygulama

Diisiik doz iyonize radyasyon maruziyeti i¢in X 1511 kaynagi olarak, Agiz, Dis ve Cene
Radyolojisi Anabilim Dali Rontgen biriminde kullanim1 daha kolay, dijital diigmeli 70 kV, 7
mA voltaj ve akima sahip, 2 mm Al filtrasyon ve 8 inglik (20,32 cm) kisa konu bulunan dental
rontgen cihazi (Belmont AR-33RKSEU, Osaka, Japan) kullanilmistir. Dental rontgen
cihazindan uygulanan diisiik doz iyonize radyasyon uygulama siiresi daha once yapilmis
caligmalar taranarak 0,08 sn olarak belirlenmistir. Calismamiz i¢in iyonlastirict radyasyon
tarafindan birim kiitlede maddeye aktarilan enerji miktarim1 belirlemek amacriyla
dozimetrelerden yararlanilmistir. Her bir 1sinlama i¢in Olglime hazir, su ve sividan
etkilenmeyecek, olduk¢a diisiik dozlarda radyasyona duyarli optik uyarlamali luminesans
dozimetre (OSL, EPSILON LANDAUER Dozimetri Teknolojileri, Atasehir, Istanbul) hedef
bolgeye (embriyolarin embriyo medium i¢inde bulundugu petri kutusuna) 6l¢iime hazir sekilde
yerlestirilmistir. OSL dozimetrenin i¢inde radyasyona kars1 duyarli olan 0,3 mm kalinliginda

iki tabaka polyester arasinda sandvi¢ edilmis bir AlO;:C kristal tabakast bulunmaktadir. OSL
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dozimetreler SkeV-20MeV enerji aralifindaki gama, X-151n1 ve beta radyasyon tipleri hakkinda
bilgi verebilmekte ve buna bagli olarak da radyasyon dozunu 6lgebilmekte ve bunun i¢in 6zel
bir doz algoritmasi kullanmaktadir. OSL dozimetreler yaklasik 2,5x4 cm boyutlarinda olup
minimum raporlanan doz seviyesi 0,05 mGy olarak bildirilmistir. Bu 6zellikleriyle en diisiik
olarak yaklasik 0,10 mGy’e dek 6l¢iim yapabilen termoliiminesens ve film dozimetrelere gore
daha duyarlidir (Jurnisic 2007). OSL dozimetre pencere yapisi/barkodlu kism1 yukari gelecek
sekilde embriyolarin bulundugu petri kutusuna yerlestirilmis bdylelikle farkli ekspojur
(1sinlama) siireleriyle elde edilen esdeger doz Sievert (Sv), sogurulan doz Gray (Gy)
birimleriyle tespit edilmistir (ImSv=1mGy).

Arastirmada ortalama ve standart sapmanin belirlenebilmesi i¢in 5 ayr1 OSL dozimetreden
yararlanilmistir. 0,08 sn ekspojur siiresinde DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinda doz
degerlendirmesi i¢in; embriyolarin bulundugu petri kutusu OSL dozimetre i¢inde olacak sekilde
isinlandiktan sonra diizenekte herhangi bir degisiklik yapmadan, projeksiyon geometrisini
degistirmeden embriyo medyumun bulundugu bir baska petri kutusu iki ayr1 seferde iki ayr1
dozimetre yerlestirilerek 1sinlanmistir. Bir adet OSL dozimetrede ise hicbir 1sinlama
yapilmadan, kontrol grubunu olusturulmustur. OSL Dozimetrelerin okunmasi dl¢tim i¢in Al2O3
detektorlerini kullanan Auto 200 Dozimetre okuyucu (Epsilon Landauer, Istanbul, Turkey)
cihaziyla gergeklestirilmistir  (http://www.epsilonlandauer.com.tr/). Ayrica arastirmanin
radyoloji kismi i¢in bir 6n ¢aligma yapilmis olup, embriyo ortami sivisinin (E3) bulundugu 4
cm capl petri kutusuna OSL dozimetre yerlestirilerek embriyolar olmaksizin ayn1 kosullarda
(kV, mA) 0.08 sn ekspojiir siiresinde {i¢ farkli dozimetre ile 1sinlamalar yapilmigtir. Dordiincii
OSL dozimetre kontrol grubunu olusturmustur. DDIR maruziyeti fertilizasyondan sonraki 24.
saatte, dental rontgen cihazinin konu ile embriyolarin igerisinde bulundugu plate arasinda hig

bosluk olmayacak sekilde yapilmistir.

5.3.4. DDIiR+ MPTP grubu maruziyet dozu ve uygulama
MPTP ve DDIR igin belirlenen maruziyet dozlar1 bu grupta da kullanilmis, DDIR maruziyet
uygulama zamanu fertilizasyondan sonraki 24. Saatte MPTP maruziyetinden hemen 6nce olacak

sekilde belirlenmistir.

Tablo 4. Kontrol grubu ve maruziyet gruplari

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup
Kontrol MPTP DDIR MPTP+DDIiR
(E3) 800 uM 0,08 sn 800 uM+0,08 sn
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Kontrol ve maruziyet gruplarinda bulunan embriyolarin morfolojik degisimleri deney siiresi
olan 3 giin (72hpf) boyunca Zeiss Sterio Discovery V8 mikroskobu altinda incelenirken, ayri
ayr1 her grubun goriintiileri, malformasyonlari, mortaliteleri (6liim orani) ve koryondan ¢ikis
(hatching) oranlan fertilizasyondan sonra 24., 48. ve 72. saatlerde diizenli olarak kayitlari
olusturulmus ve her grup i¢in alt1 kez tekrar yapilmistir. 72. saatin sonunda gruplarda sag kalan
embriyolar serum fizyolojik ile homojenize edilerek PCR tayinleri ve biyokimyasal

parametrelerin tayini i¢in -20° C’de buzdolabinda saklanmustir.

5.4. Kullanilan Cihazlar
Deneyde kullanilan cihazlar ve kimyasallar Tablo 5’te verilmistir.

Tablo 5. Deneylerde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka

RT-PCR Rotor Gene-Q, Qiagen
DNA-RNA izolasyon cihaz1 QIAcube, Qiagen
Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02

Santrifiij Sigma 1-16K, Sigma

Vorteks V-1 PLUS, Biosan

pH metre Hanna HI 2211

Hassas terazi Shimadzu ATX224

Otomatik pipet Rainin

Homojenizator Tissuelyser LT, Qiagen

Etiiv Niive EN 400

Manyetik karigtirict Witeg Wisd Hotplate Stirrer MSH
Mikroskop Zeiss Sterio Discovery V8
Akvaryum Zebtec mini sistem

Distile su cihazi Elga Option-Q Ultra saf su sistemi
Buzdolab1 Indesit TAA 12V

Termostat EHEIM thermocontrol

Kamera Canon Zoom Lens 5X IS
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5.5.Kullanilan Kimyasallar
Deneyde kullanilan kimyasallar Tablo 6’da verilmistir.

Tablo 6. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Sodyum karbonat (Na2CO3) Merck 1.06392.1000
Sodyum hidroksit (NaOH) Merck 1.06482.1000

Bakar (III) siilfat Fisher Chemical C/8600/50
Sodyum potasyum tartarat Merck 1.08087.1000

Folin ¢ozeltisi Sigma-Aldrich F9252
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma- Aldrich S9888
Albiimin Sigma-Aldrich A3912
Tiyobarbiirik asit (TBA) Sigma-Aldrich T5500-25G
Triklorasetik asit (TCA) Acros 421451000
Hidroklorik asit (HCI) Merck 1.00317.2500
n-biitanol (C4HyOH) Sigma- Aldrich 4800/17
Cinko siilfat heptahidrat (ZnSO4.7H,0) Merck 1.08883.1000
Vanadyum (III) Kloriir (VCls) Acros197000250
Siilfanilamid (SULF) Sigma-Aldrich S9251

N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir (NEDD)

Merck 1.06237.0025

Dipotasyum hidrojen fosfat (KoHPOy)

Sigma-Aldrich P2222-100G

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)

Sigma-Aldrich P5655-100G

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4)

Sigma-Aldrich 255793-10G

Sodyum Etilendiamin tetraasedik asit (NaEDTA)

Sigma-Aldrich E4884-100G

Riboflavin (B6 veya C17H20N4Og)

Fisher Bioreagents SBP167- 50

o-dianisin

Acros 407890050

L-Glutatyon (GSH)

Sigma Aldrich - G4251-5G

1-kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB)

Acros 160511000

Ditiyobisnitro-benzoat (DTNB)

Sigma-Aldrich -D8130

Propil 4-Hidroksibenzoat (propil paraben;PP)

Sigma-Aldrich P4543-10G

2-propilvalerik asid (Valproik asit; VPA)

Sigma-Aldrich P4543-10G

Serum fizyolojik

Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich P 41640-2,5 L
Potasyum kloriir (KCI) Sigma-Aldrich P101575967
Kalsiyum kloriir (CaClz) Sigma-Aldrich P101624562
Magnezyum siilfat (MgSO4) Sigma-Aldrich P101612225
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5.6.Lokomotor Aktivite Testi (Roberts ve ark., 2019)

Bu protokol i¢in Roberts ve arkadaslarinin metodu uyarlanmistir (Roberts ve ark., 2019). 72.
saatin sonunda tim gruplarda hareketlilikte degisiklik olup olmadigini belirlemek igin
lokomotor aktivite testi uygulanmigtir (embriyolar 48 saatin sonunda koryondan ¢iktiklari i¢in
72 saatlik embriyo tercih edilmistir). Bu amagla, i¢inde 25 ml E3 bulunan ¢ap1 12 cm petri
kullanilmistir. Embriyolar daha 6nceden isaretlenmis petrinin merkezine konumlandirildiktan
sonra sivri uglu bir cisim yardimiyla dokunularak hareket etmeleri saglamistir (Sekil 4).
Embriyolarin petri i¢inde katedilen yol, kesif orani1 ve hareket orani Kinovea veToxtrac

programu ile analiz edilerek istatistikleri yapilmistir (Sekil 5 ve 6).

Sekil 4. Lokomotor aktivite testinin uygulanisi
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Sekil 5. Kinovea programinda embriyolarin izlenmesi

ToxTrac - X

Detection Frame
210

Seq.: 1uf2
Arena: 1o 1

Settings
Project Overview
Arena Definition
Black 0 Thresholding 0 White

Detection

Tracking
Min Object Size 150

Max Object Size 1500 3:

Advanced Detection

Results

‘ Fitered Detection

| Frame | | Arena ‘ ‘ Detection

Detected Objects: 0 Sizes: 0.0 N 0.00

Mean: 0.0 StDev.: 0.0

Sekil 6. ToxTrac programinda embriyolarin lokomotor aktivite analizlerinin yapilmasi

5.7.Homojenat Hazirlama

Maruziyet sonrast embriyolar biyokimyasal, oksidan/antioksidan ve genetik parametre tayini
icin sakrifiye edilerek demir bilyeler ve homojenizator yardimiyla homojenize edilmisleridir. 1
ml PBS c¢ozeltisinin i¢ine 100 embriyo olacak sekilde hazirlanan homojenatlar -20 °C’de
kullanilacag: gline kadar muhafaza edilmistir.

Elde edilen homojenatlardan total protein, NO (nitrik oksit, LPO (lipit peroksidasyonu)
diizeyleri, GST (glutatyon-s-tranferaz), SOD (siiperoksit dismutaz) ve AChE aktiviyeleri
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biyokimyasal metodlarla 6l¢iildii ve protein basina verilerin istatiksel anlamliliklart Graph Pad
Prism 9 software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) istatistik programi kullanilarak

degerlendirilmistir.

5.8.Biyokimyasal Parametreler

5.8.1. Total Protein Tayini

Bu metotta dnce proteinler alkali ortamda bakir iyonlar: ile reaksiyona sokulur. Daha sonra
fosfomolibdik- fosfotungstik asit reaktifi (folin reaktifi) ile indirgenir. Olusan mavi rengin
siddeti spektrofotometrik olarak degerlendirilir. Olusan mavi rengin siddeti protein

konsantrasyonu ile orantilidir (Lowry ve ark., 1951).

Gerekli Cozeltiler

A cozeltisi (Sodyum karbonat cozeltisi (% 2 g, 0,1 N NaOH’teki)): 0.4 g NaOH biraz suda
¢oziliir ve hacmi 100 ml’ye distile su ile tamamlanir. 2 g sodyum karbonat hazirlanan 0,1 N
NaOH ¢ozeltisinde ¢oziiliir ve hacmi 100 mI’ye 0,1 N NaOH ¢ozeltisi ile tamamlanir.

Bakar siilfat ¢ozeltisi (%1 g): 1 g bakir siilfat biraz distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile
100 ml’ye tamamlanir. Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi (%2 g): 2 g sodyum potasyum
tartarat biraz distile suda ¢oziiliir ve hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlanr.

B cozeltisi: %1 g lik Bakur siilfat ¢ozeltisi ile %2 g lik Sodyum potasyum tartarat ¢ozeltisi esit
hacimde (1/1) karistirilarak kullanilir.

C cozeltisi: 50 ml A ¢ozeltisi ve 1 ml B ¢ozeltisi karistirilarak kullanilir.

Folin ¢ozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat x2H>0, 50 ml %85 g lik fosforik
asid, 100 ml derisik HCI ve 700 ml distile su bir balona konularak 10 saat geri sogutucu altinda
kaynatilir. Sogutulur. Uzerine 150 g Li>SOs ilave edilip, geri sogutucu altinda 15 dk daha
kaynatilir. Soguduktan sonra, 5-6 damla brom katilir (Cozelti bozuksa renk siyahlasir, bu
durumda ¢ozelti tekrar hazirlanir, bozuk degilse renk sar1 yesil olur). Cozelti distile su ile 1000
ml’ye tamamlanir ve kullanilir. Koyu renkli sisede saklanir, uzun siire dayanir.

Serum fizyolojik (%0,9 g NaCl): 0,9 g NaCl biraz suda ¢oziiliir ve hacmi 100 mI’ye distile su
ile tamamlanur.

Protein stok standart ¢ozeltisi (%100 mg lik albumin ¢ézeltisi): 100 mg albumin biraz serum
fizyolojikte ¢oziildiikten sonra hacmi 100 ml’ye serum fizyolojik ile tamamlanur.

Protein calisma standart ¢ozeltileri: Stok ¢ozeltiden uygun hacimler alinarak %5, 15, 25 mg

albumin ihtiva edecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanar.
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Deneyin Yapilisa
5 deney tiibili alinarak numune (N), standart 1 (Stl), standart 2(St2), standart 3(St3) ve kor (K)

olmak iizere igaretlenir ve asagidaki gibi ¢alisilir. Deney basamaklari tablo 7°da 6zetlenmistir.

Tablo 7. Total protein tayin yontemi

Numune (N) | St1 %5 mg | St2 %10 mg | St3 %15 mg | Kor (K)
Albumin Albumin Albumin
Albumin - 25 ul 50 ul 75 ul -
(%100mg)
Doku 10 pl - - - -
homojenati
(veya
siipernatanat)
Serum 490 pl 475 ul 450 pl 425 ul 0.5ml
fizyolojik
Toplam hacim | 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5 ml 0.5ml
Vortekste karistirilir.
C ¢ozeltisi 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml
Vortekste iyice karistirilir ve oda sicakliginda 10 dk bekletilir.
Folin ayiract | 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml 0.1 ml

Vortekste iyice karigtirilir, oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletilir. 30 dakika sonunda
500 nm’de cam kiivette kore kars1 absorbanslar kaydedilir. Standart grafigi ¢izilir. Doku protein

miktar1 hesaplanir.

5.9. Oksidan ve antioksidan parametrelerin incelenmesi

5.9.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayini

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin foto-oksidasyon hizini arttirma
yetenegi olarak olg¢iilmektedir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit
radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite dontigmektedir. H202 ise o-dianisidin
ile reaksiyona girerek renkli bir iiriin olusturmaktadir. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli
iirin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan renkli {iriiniin absorbanst 460 nm’de

spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir (Mylorie ve ark.,1986).
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Gerekli Cozeltiler

Fosfat Tamponu (50 mM, pH = 7,8): 0.136 gram KH2PO4 ve 0.697 gram KH>POy4 tartilip ayri
ayr1 biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile100 ml’ye tamamlanir
(hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7,8’e ayarlanir). 2 °C de saklanur.
Fosfat tamponu + 0,1 mM hik Na-EDTA: 0,0037 gram Na-EDTA tartilir biraz 50mM lik fosfat
tamponunda ¢dziiliir ve hacmi 50 mM lik fosfat tamponu ile 100 ml’ye tamamlanir.
Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7,5): 0,041 gram KH>PO4 ve 0,122 gram KoHPOq4
tartilip ayr1 ayr biraz distile su i¢inde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100 ml’ye
tamamlanir (hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7,5’a ayarlanir). 2°C
de saklanir.

Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin 100 ml potasyum fosfat tamponunda (10mM lik, pH
=17,5) ¢Oziiliir.

o- dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 ml distile suda ¢oziiliir.

Deneyin Yapihisi
%10 gramlik doku homojenati1 10 dk boyunca 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant
alinarak 1/10 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek tablo 8’de gosterildigi gibi ¢aligilmustir.

Numune, standart ve kor olmak {izere ii¢ deney tiipiine ayrilmistir.

Tablo 8. SOD aktivitesi tayini

Numune Kor

2,6 ml 2,6 ml
Fosfat tamponu + 0,1 mM
lik Na-EDTA

0,1 ml 0,1 ml
o- dianisidin
Distile Su

0,1 ml —
Dilue siipernetant
Her tiipe 30 s ara ile 0,2 ml riboflavin konduktan sonra vorteks ile karistirilmistir.
Plastik makro kiivette 460 nm’de abzorbans okunmustur.
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5.9.2. Lipid Peroksidasyon (LPO) Tayini
LPO firiinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon
sonucu olusan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirilir

(Ledwozyw ve ark., 1986).

Gerekli Cozeltiler

NaOH (1 M): 4 gram NaOH tartilir, biraz distile suda ¢dziiliir, hacmi 100 ml ye distile su ile
tamamlanr.

TBA ¢ozeltisi (0.047 M): 500 mg TBA ile 6 ml 1 M lik NaOH ile karistirilir. Uzerine 69 ml
distile su ilave edilir.

Triklorasetik asit (TCA) cozeltisi (1,22 M, 0,6 M HCI deki): 20 ml TCA (%100 g TCA) ile
5 ml HCI (%37 g lik, d=1,19 g/dl lik HCIl) karistirilir ve hacmi distile su ile 100 ml ye
tamamlanir.

n-butanol: Orijinal sisesinden kullanilir.
Deneyin Yapihisi
2 tane deney tiipli alinarak numune ve kor olmak iizere isaretlenmis ve tablo 9°de gosterildigi

gibi calisilmistir.

Tablo 9. LPO aktivitesi tayini

Numune Kor

Doku homojenati -

Distile su - --

TCA -

Vortekste karistirildiktan sonra 15 dk bekletilmistir.

TBA 0,75 ml --

Vorteks ile karistirildiktan sonra 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilmistir.

n-butanol 2 ml 1ml
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(Cozeltilerin ilavesinden sonra deney tiipleri vortekslenmistir ve 10 dk boyunca 3000 rpm’de
santrifiij edilmistir. 1 ml butanol faz1 alinarak 532 nm’de cam kiivette kore kars1 abzorbanslar
not edilmigtir. MDA igin saptanmis olan ekstinksiyon kat sayisi (1,56x10° M cm! )

kullanilarak sonuglar hesaplanmistir (Ledwozyw ve ark., 1986).

5.9.3. Total nitrik oksit (NO) tayini

Calisma prensibi:

Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite indirgenir. Nitritle siilfanilamidin asidik ortamda N-(1-
Natftil) etilendiamine dihidroklortir ile reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum bilesigi olusur.

Olusan bu renkli kompleks 540 nm’ de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.

Gerekli Cozeltiler

0,3 M NaOH cozeltisi: 0,6 g NaOH tartilir, bir miktar distile suda ¢oziiliir ve {izeri distile su
ile 50 mI’ye tamamlanur.

%10’luk ZnSO4: 5 g ZnSO4 ya da 8,9 g ZnSO4.7 H,O tartilir bir miktar distile suda ¢oziiliir
ve lizeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

1 M HCI: 4,20 ml HCI ¢ekilir ve {izeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

VClIs : 0,4 g VCI3 bir miktar 1 M HCI de ¢oziiliir ve tizeri ayn1 ¢ozelti ile 50 ml’ye tamamlanar.
%S5’ lik HCI: 5,67 ml %37’lik HCI ¢ekilir ve tizeri distile su ile 50 ml’ye tamamlanir.

%2’lik SULF(Siilfanilamid): 0,5 g stilfanilamid tartilir, 25ml %5°lik HCI icerisinde ¢oziiliir.
%0,1’lik NEDD(N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir): 0,025 g NEDD tartilir. Bir

miktar deiyonize suda ¢ozliir ve lizeri deiyonize su ile 25 ml’ye tamamlanir.

Deneyin Yapihisi

Doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilir. 0,3 ml siipernatant alinir, iizerine 0,3 ml
0,3 M NaOH ilave edilir. Oda sicakliginda 5 dk beklenir. 0,3 ml %10’luk ZnSOy ilave edilir.
Vortekste karistirilir. +4‘de 14000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Ust faz alinir ve +4de 14000
rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Iki adet deney tiipii anilir, kdr ve numune olarak isaretlenerek tablo

10°da anlatildig1 sekilde calisilir.
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Tablo 10. NO tayini

Numune Kor
Deprotenize Sivi 0,3 ml --
Distile Su -- 0,3 ml
VCL; 0,3 ml 0,3 ml
SULF 0,15 ml 0,15 ml
NEDD 0,15 ml 0,15 ml
30 dk 37 °C’de etlivde inkiibe edilmistir.

Kore karst 540 nm’de absorbans kaydedilir. Sonuglar 53000 M-! /cm™! ekstinsiyon katsayisi ile
umol/ L cinsinden hesaplanir (Miranda ve ark., 2001).

5.9.4. Katalaz (CAT) aktivitesi tayini

Calisma prensibi:

Katalaz enzimi; H>O2’nin H>O’ya doniisiim reaksiyonunu katalizleyen enzimdir. Bu doniisiim
240 nm’de abzorbansin azalmasi ile takip edilebilmektedir. 1 dakikada abzorbanstaki azalma

katalaz enzimi aktivitesi ile ilgili oldugu bilinmektedir.

Gerekli Cozeltiler:

Fosfat tamponu (50 mM, pH=7,0): 6,81 g KH2PO4 ve 8,90 g Na,HPO4.2H>0 ayr1 ayri biraz
distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra hacimleri ayr1 ayri distile su ile 1000 m1’ye tamamlanmuistir.
KH>PO4’den 1 hacim Na;HPO4.2H;O’dan 1,5 hacim alinarak ve pH=7’ye ayarlanarak
karistirilmastar.

H20: ¢ozeltisi (30 mM) + Fosfat tamponu: Yogunlugu d=1,11 g/ml olan %30 g’lik H,O»
cozeltisinden 0,31 ml alinmis ve pH’st 7 olan 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 ml’ye
seyreltilmigtir.

Deneyin Yapihisi:

%10 gramlik doku homojenat1 10 dakika boyunca 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
aliarak 1/10, 1/20 veya 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢alisilmistir.

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayr1 deney tiipii alinarak tablo 11°daki gibi ¢alisilmistir.
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Tablo 11. Katalaz (CAT) aktivitesi tayini

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0,2 ml
Dilue siipernatant 0,4 ml 0,4 ml

H,O, ¢ozeltisi + fosfat | 0,2 ml -

tamponu

Cozeltiler karigtirilldiktan 1 dk sonra 240 nm’de kuartz kiivette abzorbanslart okunarak
kaydedilmistir. Sonuglar ekstinksiyon katsayis1 0,004 (0,00394) mM"!/ mm™ g6z Oniine
alinarak hesaplanmistir (Aebi, 1974).

5.9.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitesi tayini

Calisma prensibi:

GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB) konjugasyonu ile olusan
iriiniin, 340 nm’deki absorbansinin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi esasina dayanir.
Gerekli Cozeltiler:

Sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH= 6,5): 0,534 gram Na,HPO4.2H,0 ve 2,3 gram KH,PO4
ayr1 ayri biraz distile suda ¢oziiliir ve birbirine karistirilir ve hacim distile su ile 100 ml’ye
tamamlanir (hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, 1M NaOH ile pH 6,5’
ayarlanir).

Glutatyon (GSH) (60 mM): 1,84 gram glutatyon biraz distile suda ¢6ziiliir ve hacmi 100 ml’ye
tamamlanr.

1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): Absolii etanolde taze hazirlanir. 1,22 gram

CDNB tartilir ve biraz etanolde ¢6ziiliir. Sonra hacmi 100 ml’ye tamamlanir.

Deneyin Yapihisi:
%10 gramlik doku homojent1 10 dk boyunca 4000 rpm’de santrifiij edilir. Stipernatant alinir ve
1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢aligilir. Numune ve kor olarak isaretlenmis iki

tiip alinir ve alinmis ve tablo 12°de anlatildig: sekilde ¢aligilir.
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Tablo 12. GST tayin yontemi

Numune Kor
Dilue siipernatant 0,05 ml --
SF veya Distile Su -- 0,05 ml
GSH ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
CDNB ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
Distile su 0,90 ml 0,90 ml
Toplam Hacim 3 ml 3 ml
Fosfat Tamponu 1,5 ml 1,5 ml

Tiim ¢ozeltiler karistirildiktan sonra 3 dakika stire (0., 1., 2., 3. dakikalarda) ile karigimin 340
nm’de abzorbanslar1 izlenmis ve kaydedilmistir. Abzorbans artisi ile glutatyon ve CDNB’nin
konjugasyonu sonucu olusan iirlinii i¢in saptanmis olan ekstrinksiyon katsayist 9,6 mM-1 xcm-
1 kullanilarak sonuglar hesaplanmistir. Enzimsel konjugasyon sonucundan, enzimsel olmayan

konjugasyon degerleri ¢ikarilmistir (Habig ve Jacoby, 1981).

5.9.6. Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi tayini

Calisma prensibi:

ACHhE ve butirilkolinesteraz, dogal substratlar1 olan asetilkolinin siilfiir analoglar1 olan asetil ve
butiril-tiyokolinin (AcSCh ve BuSCh) hidrolizini etkili bir sekilde katalize eder. Hidroliz
iizerine, bu substrat analoglar1 asetat (veya butirat) ve tiyokolin iiretmektedir. Yiiksek reaktif
ditiyobisnitro-benzoat (DTNB) iyonu varliginda tiyokolin, 5-tiyo-2 nitrobenzoat anyonunun

sarisini olusturmak i¢in reaksiyona girmektedir.

Gerekli Cozeltiler:

Fosfat tamponu (100 mM pH:7,5): 1070 mg Na2HPO4, 295 mg NaH>PO4 80 ml distile suda
cozildirildiikten sonra hacmi 100 ml'ye tamamlanmaistir.

Asetiltiyokolin iyodiir (75mM): 41,25 mg asetiltiyokolin iyodiir, 1 ml pH=7,5 olan 100 mM

Fosfat tamponunda ¢ozdiiriilmiistiir.
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DTNB (10mM): 39,6 mg DTNB 10 ml fosfat tamponunda ¢ozdiiriilmiistiir.

Embriyo i¢in homojenat 1/10 oraninda seyreltme seklinde gerceklestirilmistir (Tablo 13).

Tablo 13. AChE aktivitesi tayini

Numune
Fosfat Tamponu 0,65 mL
DTNB 0,025 mL
Ornek 0,1 mL

Abzorbanstaki artisin sabitlenmesini beklenir (10 dk)

Asetiltiyokolin iyodiir 0,005 mL

412 nm’de 3 dakika boyunca dakikada bir olarak alinan abzorbans degerleri kaydedilmistir.
Hesaplama: 5,74*(10"-4) *AA/Co
Co: Dokunun ilk konsantrasyonu(mg/ml)

AA: Ortalama abzorbans farki (Ellman ve ark., 1961)

5.9.7. Glutatyon (GSH) Tayini
Calisma prensibi: Ellman ayraci, 5-5° ditiyobis 1-2 nitro benzoik asit (DTNB) ile siilfidril

gruplarinin reaksiyonu sonucu olusan renkli iiriin spektrofotometrik olarak degerlendirilir.

Gerekli Cozeltiler:

Sodyum sitrat ¢ozeltisi (%1 g): 1 g sodyum sitrat tartilir, biraz distile suda ¢oziilerek hacmi
distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Ellman ayraci (%40 mg DTNB): 40 mg DTNB (5-5 ditiyobis 1-2 nitrobenzoik asit) tartilir,
biraz sodyum sitrat ¢ozeltisinde (%1 g) ¢oziiliir. Hacmi % 1 g’lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ile 100
ml’ye tamamlanir.

Proteinsizlestirme c¢ozeltisi: 1.67 g metafosforik asit, 0.2 g etilen diamin tetra asetik asit
sodyum tuzu (EDTA-Na), 30 g sodyum kloriir ayr1 ayr1 biraz distile suda ¢oziiliir. Hepsi
birlestirilir ve hacmi 100 ml’ye distile su ile tamamlanir.

Disodyum fosfat ¢ozeltisi (0.3 M): 4.26 g Na,HPO4 veya (5.34 g Na,HPO4x2H»O) biraz distile

suda ¢oziiliir ve hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.
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Deneyin Yapihsi:

Bir deney tiipline 0.2 ml doku siipernatant1 veya periton sivist konur. Vorteks ile karistirilir.
Uzerine 0.3 ml proteinsizlestirme ¢ozeltisinden ilave edilir. Vorteksle karistirlir. 5 dk oda
sicakliginda bekletilir. 4000 rpm’de 10 dk santrfiij edilir. Cokelti atilir. Siipernatant alinir. iki

tane deney tilipti alinir. Numune ve kor olarak isaretlenerek asagidaki gibi ¢alisilir (Tablo 14).

Tablo 14. Glutatyon (GSH) Tayini

Numune Kor
Distile su -- 0,2 ml
Stipernatant 0,2 ml --
Na;HPO4 0,8 ml 0,8 ml
Ellman ayiract 0,1 ml 0,1 ml

Tiipler vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 5 dk bekletilir. Kore karst 412 nm’de
absorbanslar kaydedilir. Sonuglar seyreltme faktorii ve olusan sar1 renkli iiriiniin 412 nm’de
ekstinsiyon katsayis1 (13600/m™! ¢m™) kullanilarak doku i¢in mg GSH/mg protein cinsinden

hesaplanir.

5.10.Gen ifadesi Analizleri

5.10.1. RNA ekstraksiyonu

RNA izolasyonlar1 RNeasy Mini kit ile Qiacube (Qiagen) aleti kullanilarak yapilmistir. RNA
izolasyonu i¢in, embriyolara RLT lizis tamponu eklenerek homojenize edilmistir. Daha sonra
lizata etanol eklenerek RNA’nin RNeasy membranina baglanabilmesi icin gerekli kosullar
saglanmig ve o6rnekler RNeasy spin kolonuna aktarilmistir. Total RNA membrana baglandiginda
kontaminantlarin da yikanmasi ile RNA eliisyonu RNase-free su icinde gergeklestirilmistir.
Baglanma, yikanma ve eliisyon islemleri Qiacube (Qiagen) izalosyon cihazi kullanilarak

yapilmugtir.

5.10.2. cDNA eldesi
Elde edilen RNA oOrneklerinden cDNA sentezi, RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirilmistir.
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5.10.3. RT PCR ile gen ekspresyon analizi
Istenilen genlerin ekspresyonlari, ‘RT2 SYBR Green master mix’ karisimina elde edilen cDNA
orneklerinin eklenmesi seklinde RT-PCR aleti kullanilarak tespit edilmistir. House keeping gen

olarak B-aktin kullanilmigtir. Her bir 6rnek ticer defa calisilmigtir.

5.10.4. Delta CT metodu ile veri analizi

Verilerin analizi house keeping gen B-aktin ile normalizasyona dayali delta delta CT (AACT)
metodu kullanilarak yapilmistir. Bu yontem ile PCR’da belirlenen esik deger dongii sayisi
(threshold cycle number=Ct), kontrol ve arastirilan gen icin karsilastirilmistir. Kontrol
(referans) ile incelenecek gen bolgesi arasindaki Ct deger farkliligi housekeeping gen ile
normalize edilip AACt orani belirlenerek bulunmustur. ‘Housekeeping’ genler tiim ¢ekirdekli
hiicrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye edilerek
belirlenmektedirler. Bu amacla kullanilan gen bélgeleri arasinda B-aktin, albumin, -globin, 40
hipoksantin fosforibozil transferaz sayilabilir. Bu tez ¢alismasinda house keeping gen olarak f3-
aktin kullanilmigtir. Karsilagtirmali Ct metodu aynmi zamanda 2- [delta][delta]Ct olarak

bilinmektedir.

5.11. Istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi One-Way Anova sonrasi Post Hoc Tukey Coklu Karsilagtirma
Analizi kullanilarak Graph Pad Prism 9 Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
istatistik programi ile yapilmistir. Sonuglar Ortalama+Standart Sapma seklinde verilmis ve

p<0,05 anlamli olarak degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Radyasyon Maruziyetine Ait Bulgular
OSL dozimetrelerin tespit ettigi radyasyon maruziyeti mSv cinsinden ortalama deger olarak
hesaplanmistir. 0,08 sn ekspojur siiresinde DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinda x 1s1m1

maruziyetine bagli absorbe edilen viicut dozu 7,17 mSv olarak belirlenmistir.

6.2. Gelisimsel Parametrelere Ait Bulgular

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP maruziyet gruplarindaki zebra balig1 embriyolarinda
fertilizasyon sonrasi 24 hpf, 48 hpf ve 72 hpf’de izlenen malformasyonlar Sekil 5’te
gosterilmistir. MPTP maruziyet grubunda 72 hpf’de siklikla yolk kesesi 6demi ve skolyoza dair
bulgulara rastlanmistir. DDIR maruziyet grubunda ise 48 hpf’de perikardiyal 6dem ve 72
hpf’de perikardiyal 6dem ve skolyoz izlenmistir. DDIR+MPTP grubunda 72 hpf’de skolyoza
rastlanmistir (Sekil 7).

24 hpf 48 hpf 72 hpf

Kontrol

MPTP . _ e L

DDIR { s
- a/ b
DDIiR / a: perikardiyal 6dem
+ y’!fv'—'-‘* v Fo b: skolyoz N .
MPTP o c: yolk kesesi 6demi

Sekil 7. Kontrol ve maruziyet gruplarinda zebra balig1 embriyolarinda izlenen malformasyonlar

a: perikardiyal 6dem; b: skolyoz; c: yolk kesesi 6demi
K: Kontrol; MPTP: 800 uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1sm1 maruziyeti;
DDIR+MPTP: 0,08 saniye x 1s1n1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

49



6.3. Gruplarin Davramis Analizi Sonuclar

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP maruziyet gruplarindaki zebra balig1 embriyolarinin
davranis analiz sonuglar sekil 8A, B, C’de verilmistir. Ortalama hiz, kontrol grubuna oranla
MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP maruziyet gruplarinda istatistiksel olarak anlamli sekilde
azalma gdstermistir (p<0,0001). Ayrica MPTP ve DDIR+MPTP gruplarinda DDIR grubuna

oranla ortalama hizda anlamli derecede azalma izlenmistir (p<<0,0001) (Sekil 8A).

Katedilen mesafe, kontrol grubuna oranla MPTP, DDIiR ve DDIR+MPTP maruziyet
gruplarinda istatistiksel olarak anlaml sekilde azalma gostermistir (p<0,0001). Ayrica MPTP
ve DDIR+MPTP gruplarinda DDIR grubuna oranla ortalama hizda anlamli derecede azalma
izlenmistir (p<0,0001) (Sekil §B).

Kesif oranlari, kontrol grubuna oranla MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP maruziyet gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli sekilde azalma gdstermistir (sirasiyla p<0,0001; p<0,01; p<0,0001).
Ayrica MPTP ve DDIR+MPTP gruplarinda DDIR grubuna oranla ortalama hizda anlaml
derecede azalma izlenmistir (p<<0,0001) (Sekil 8C).

HkKK *kKK

Aok *okokk

500 *kkk *kkk KKKk *kKK FokkK *kKK
. K

K MPTP DDIiR DDIiR+MPTP . h
K MPTP DDIiR DDIiR+MPTP

C

FkkK

¥k

K MPTP  DDiR DDIiR+MPTP

Sekil 8. Kontrol ve maruziyet gruplarinda ortalama hiz (A), katedilen mesafe (B) ve kesif
oranlarinin (C) karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1n1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1i1+ 800 uM MPTP maruziyeti.
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6.4. Biyokimyasal Parametrelere Ait Sonuclar

6.4.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayini

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinin siiperoksit dismutaz (SOD) analizlerinin
verileri Sekil 9°da verilmistir. Buna gore SOD aktivitesi kontrol grubuyla karsilastirildiginda
tiim maruziyet gruplarinda anlamli derecede artis gostermistir (sirasiyla p<0,0001; p<0,01;
p<0,0001). MPTP grubu ile karsilastirildiginda DDIR grubu ve MPTP+DDIR grubunda SOD
degerlerinde anlamli derecede azalma goriilmiistiir (sirastyla p<0,0001; p<0,001). DDIR grubu
ile karsilastirildiginda DDIR+MPTP grubunda SOD aktivitesinde anlamli derecede artis
goriilmistiir (p<0,05).
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Sekil 9. Kontrol ve maruziyet gruplarinda SOD aktivitelerinin karsilastiriimasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1n1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1n1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

6.4.2. Lipit peroksidasyon analizi sonug¢lari

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarmnin lipit peroksidasyon (LPO) analizlerinin
sonuglart  Sekil 10’da izlenmektedir. Buna goére LPO degerleri kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda tiim maruziyet gruplarinda anlamli derecede artis gdstermistir (sirastyla
p<0,0001; p<0,05; p<0,0001). DDIR grubu ile karsilastirildiginda MPTP grubu ve
MPTP+DDIR grubunda LPO degerlerinde anlamli derecede artis goriilmiistiir (sirasiyla
p<0,01, p<0,0001).
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Sekil 10. Kontrol ve maruziyet gruplarinda LPO sonuglarinin karsilastiriimasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1m1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1n1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

6.4.3. Nitrik oksit analizi sonug¢lari

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarimnin nitrik oksit (NO) analizlerinin sonuclar
Sekil 11°de izlenmektedir. Buna gére NO degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda tim
maruziyet gruplarinda anlamli derecede artis gdstermistir (sirastyla p<0,001; p<0,05;
p<0,0001). MPTP grubu ile karsilastirildiginda DDIR grubu NO degerlerinde anlaml1 derecede
azalma goriilmiistiir (p<0,05). DDIR grubu ile karsilastirildiginda DDIR+MPTP grubunda NO

degerlerinde anlamli derecede artis goriilmiistiir (sirastyla p<0,001).
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Sekil 11. Kontrol ve maruziyet gruplarinda NO sonuglarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1n1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1i1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

6.4.4. Katalaz analizi sonuclar:

Kontrol, MPTP, DDIR ve MPTP+DDIR gruplarinin katalaz (CAT) analizlerinin sonuglar1 Sekil
12°de izlenmektedir. Buna gore CAT aktivitesi kontrol grubuyla karsilastirildiginda MPTP ve
DDIR gruplarinda anlamli derecede azalma gostermistir (sirastyla p<0,001; p<0,05). CAT
aktivitesi kontrol grubuyla karsilastirildiginda DDIR+MPTP grubunda anlamli derecede artis
gdstermistir (p<0,01). DDIR+MPTP grubu ile karsilastirildiginda MPTP ve DDIR grubu CAT

aktivitelerinde anlaml1 derecede azalma goriilmiistiir (p<0,0001).
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Sekil 12. Kontrol ve maruziyet gruplarinda CAT aktivitelerinin karsilastiriimasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1n1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1i1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

6.4.5. Glutatyon-s-transferaz analizi sonug¢lari

Kontrol, MPTP, DDIR ve MPTP+DDIR gruplarinin glutatyon-s-transferaz (GST) analizlerinin
sonuclar1  Sekil 13°te izlenmektedir. Buna gore GST aktivitesi kontrol grubu ile
karsilastirildiginda MPTP ve DDIR+MPTP grubunda anlamli derecede artis gostermistir
(p<0,0001; p<0,001). MPTP grubu ile Kkarsilastirildiginda DDIR+MPTP grubu GST
aktivitelerinde anlamli derecede azalma goriilmiistir (p<0,001). DDIR grubu ile
kiyaslandiginda DDIR+MPTP grubu GST aktivitelerinde anlamli derecede artis gériilmiistiir
(p<0,05).
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Sekil 13. Kontrol ve maruziyet gruplarinda GST aktivitelerinin karsilastiriimasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1m1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1i1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

6.4.6. Asetilkolin esteraz analizi sonuclari

Kontrol, MPTP, DDIR ve MPTP+DDIR gruplarinin asetilkolin esteraz (AChE) analizlerinin
sonuclar1 Sekil 14’de izlenmektedir. Buna goére AChE aktivitesi kontrol grubu ile
kiyaslandiginda tiim maruziyet gruplarinda anlamli derecede azalma gostermistir (sirastyla
p<0,0001; p<0,01; p<0,0001). DDIR grubu ile karsilastirildiginda MPTP ve DDIR+MPTP

grubu AChE aktivitelerinde anlamli derecede azalma goriilmiistiir (p<0,01).
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Sekil 14. Kontrol ve maruziyet gruplarinda AChE aktivitelerinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1n1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1i1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

6.4.7. Glutatyon analizi sonuclari

Kontrol, MPTP, DDIR ve MPTP+DDIR gruplarmnin glutatyon (GSH) analizlerinin sonuglart
Sekil 15°te izlenmektedir. Buna gore GSH degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda MPTP
ve DDIR gruplarinda anlaml1 derecede azalma gdstermistir (sirastyla p<0,0001; p<0,01). MPTP
grubu ile karsilastirildiginda DDIR ve DDIR+MPTP grubu GSH degerlerinde anlamli derecede
artis goriilmiustiir (sirastyla p<0,01; p<0,001).
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Sekil 15. Kontrol ve maruziyet gruplarinda GSH sonuglarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*x%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye x 1s1n1 maruziyeti; DDIR+MPTP: 0,08 saniye x
1s1n1+ 800 uM MPTP maruziyeti.

6.5. Gen ifadesi Analiz (RT-PCR) Sonuclar1

6.5.1. pinkl mRNA ifade analizi sonuclar

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarmin pink] mRNA ifade analizi sonuglar Sekil
16°da izlenmektedir. Buna gore pink! mRNA ifadelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda
MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinda anlamli derecede artis izlenmistir (sirastyla p<0,01;
p<0,0001; p<0,01). MPTP ve DDIR+MPTP gruplari ile karsilastirildiginda DDIR grubu pinkl
mRNA ifadelerinde anlamli derecede artig goriilmiistiir (sirasiyla p<0,01; p<0,001).
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Sekil 16. Gruplarin gercek zamanli kantitatif RT-PCR ile oOlciilen pinkl ifadeleri kat
degisiklikleri grafigi.

Deneyler iicer tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmigtir.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye X-1s1n1 maruziyeti; MPTP+DDIR: 800 uM MPTP

ve 0,08 saniye X-151n1 maruziyeti.

6.5.2. parkin mRNA ifade analizi sonuc¢lari

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinin parkin mRNA ifade analizi sonuglar1 Sekil
17°de izlenmektedir. Buna gore parkin mRNA ifadeleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinda anlamli derecede artis izlenmistir (sirasiyla
p<0,001; p<0,05; p<0,05). DDIR ve DDIR+MPTP gruplari ile karsilastirildiginda MPTP grubu
parkin mRNA ifadelerinde anlamli derecede artis goriilmiistiir (sirasiyla p<0,05; p<0,01).
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Sekil 17. Gruplarin ger¢ek zamanli kantitatif RT-PCR ile olgiilen parkin ifadeleri kat
degisiklikleri grafigi.

Deneyler licer tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*HEp<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye X-1s1n1 maruziyeti; MPTP+DDIR: 800 uM MPTP

ve 0,08 saniye X-151n1 maruziyeti.

6.5.3. djl1 mRNA ifade analizi sonuclar

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinin dj/ mRNA ifade analizi sonuglar1 Sekil
18’de izlenmektedir. Buna gore dj /mRNA ifadeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda MPTP,
DDIR ve DDIR+MPTP gruplarinda anlamli derecede artis izlenmistir (sirasiyla p<0,05;
p<0,001; p<0,05). MPTP ve DDIR+MPTP gruplar ile karsilastirildiginda DDIR grubu dj!
mRNA ifadelerinde anlamli derecede artig goriilmiistiir (p<0,001).
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Sekil 18. Gruplarin gercek zamanli kantitatif RT-PCR ile 6l¢iilen dj/ ifadeleri kat degisiklikleri
grafigi.

Deneyler iicer tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye X-1s1n1 maruziyeti; MPTP+DDIR: 800 uM MPTP

ve 0,08 saniye X-151n1 maruziyeti.

6.5.4. Irrk2 MRNA ifade analizi sonu¢lar:

Kontrol, MPTP, DDIR ve DDIR+MPTP gruplarimnin /r#k2 mRNA ifade analizi sonuglar1 Sekil
19°da izlenmektedir. Buna gore /rrk2 mRNA ifadeleri kontrol grubu ile karsilagtirildiginda
MPTP ve DDIR gruplarinda anlamli derecede artis izlenmistir (sirastyla p<0,0001; p<0,05).
Irrk2 mRNA ifadelerinde DDIR+MPTP grubunda, kontrol, MPTP ve DDIR gruplarmna oranli
anlamli derecede azalma goriilmiistiir (p<0,01; p<0,0001; p<0,001). DDIR grubu ile
karsilagtirildiginda MPTP grubu /rrk2 mRNA ifade diizeyinde anlamli derecede artis
gorlilmiistiir (p<0,0001).
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Sekil 19. Gruplarin gergek zamanli kantitatif RT-PCR ile o6l¢iilen /rrk2 ifadeleri kat
degisiklikleri grafigi.

Deneyler licer tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir.
Sonuglar ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; MPTP: 800
uM MPTP maruziyeti; DDIR: 0,08 saniye X-1s1n1 maruziyeti; MPTP+DDIR: 800 uM MPTP

ve 0,08 saniye X-151n1 maruziyeti.
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6. TARTISMA

Iyonize radyasyon grubunda yer alan x 1sinlar1, dis hekimliginde diagnostik amaglarla diisiik
dozlarda siklikla kullanilmaktadir. Iyonize radyasyona maruz kalan hiicrelerde DNA
molekiiliinde birtakim degisiklikler yoluyla mutajenik etkiler olusabilmektedir. Radyasyon
hasar1 tamir mekanizmalartyla onarilabilir veya bazi durumlarda hasarl hiicrelerin kontrolsiiz
boliinme 6zelligi ile kanser meydana gelebilmektedir (Uzal ve Caloglu, 2002; Srinivas ve ark.,

2017).

Radyasyonun dokular tarafindan absorpsiyonu sonrasi serbest radikallerde artis ile oksidatif
stres meydana gelmekte ve hiicrelerde bircok hasar olugmaktadir. Embiyonel veya fetal
donemde yliksek mitotik aktiviteye sahip hiicreler iyonize radyasyon gibi ¢evresel faktorlere
kars1 daha duyarlidir (Williams ve Fletcher, 2010). Hamilelik doneminde diisiik veya yiiksek
dozlarda radyasyona maruziyet gelismekte olan fetiis ve fetiise ait dokular i¢in mutajenik,
teratojenik ve kanserojenik etkiler ile canlinin gelisimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir
(Zareen ve ark., 2009; Altintas ve ark., 2012). Radyasyonun etkilerinin incelenmesi i¢in insanla
genom yapi benzerligi yiiksek olan hayvan modelleri kullanilmaktadir (Driscoll ve ark., 1990).
Literatiirde ozellikle diisiik doz iyonize radyasyonun geligmekte olan hiicreler iizerinde

molekiiler diizeylerde etkileri ile ilgili yapilan ¢caligsmalar oldukg¢a kisithidur.

Cevresel faktorler arasinda yer alan ndrotoksinlerin de gelismekte olan embriyoya teratojenik
etkileri bulunmaktadir. 1-Metil-4-fenil-1,2,3,4-tetrahidropridin (MPTP), lipofilik yapida
olmasindan dolay1 kan-beyin bariyerini kolayca gecebilen ve Parkinson modeli (PD)
olusturmak i¢in kullanilan bir ndrotoksindir (Langston ve ark., 1984). MPTP maruziyeti

oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina neden olmaktadir (Breton ve ark., 2021).

Zebra baliklariin derileri ve solungaglarinin g¢evrelerindeki ortamda bulunan maddelere
gecirgenlik gostermesi, zebra baligi embriyolarinin toksikoloji arastirmalart i¢in uygun bir
deneysel omurgali sistemi olarak yararliligini ortaya koymaktadir (Behra ve ark., 2004). Ayrica
zebra baliginda insan genlerinin %76'sinin ortologlarinin bulunmasi, zebra baligin1 genetik
caligmalarda tercih edilen bir model haline getirmektedir (Howe ve ark., 2013; Karaman ve

ark., 2020).
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Mevcut tez ¢alismasinda periapikal rontgen cihazi kaynakl diisiik doz iyonize radyasyon ve

MPTP norotoksin maruziyeti zebra balig1 embriyolari iizerinde incelenmistir.

Literatiirde x 151n1 maruziyetinin zebra balig1 embriyolar1 gelisimi lizerine etkilerini inceleyen
arastirmalar mevcuttur (Zhou ve ark., 2014; Zhou ve ark., 2015; Gan ve ark., 2019; Ribeiro
Santos-Rasera ve ark., 2022; Karagéz ve ark., 2023; Kollayan ve ark., 2024). Bu
arastirmalardan birinde x 1$1m1 maruziyeti sonrasi zebra baligi embriyolarinda yolk kesesi
Odemi, perikardiyal 6dem ve skolyoz bulgular1 izlenmistir (Kollayan ve ark., 2024). Bu tez
calismasinda da benzer sekilde x 15111 maruziyetinde yolk kesesi 6demi, perikardiyal 6dem ve

skolyoz bulgular1 gézlenmistir.

Ustiindag ve ark. (2022) zebra baligi embriyolarinda yaptiklari ¢alismada, perikardiyal dem
bulgular1 ile MPTP norotoksisitesinin embriyonel gelisim iizerinde etkileri oldugunu
bildirmislerdir (Ustiindag ve ark., 2022). Bu tez ¢alismasinda da MPTP maruziyetinde zebra

balig1 embriyolarinda perikardiyal 6dem izlenmistir.

Iyonize radyasyon veya toksinler gibi cevresel faktdrler, embiyonel veya fetal donemde
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina yol acarak serbest radikal olusumuna neden olabilir.
Hiicre zar1 ve hiicre i¢i organellerin membranlarinda bulunan lipitler, serbest radikal hasarina
kars1 oldukea hassastir. Lipitler ile reaksiyona giren serbest radikaller, lipit peroksidasyonuna
(LPO) neden olarak zararh etkilere yol acabilir. Lipit peroksidasyonu, toksik yan iiriinlerin
olusmasina yol agar. Bu yan iiriinler ikinci haberciler gibi hareket ederek iiretildigi alandan uzak
bir bolgede etkilerini gdsterebilmekte ve hiicrenin fonksiyonunu olumsuz yonde
etkileyebilmektedir (Devasagayam ve ark., 2003). Literatiirde iyonize radyasyon veya toksinler
gibi ¢evresel faktorlerin lipit peroksidasyon diizeyine etkisini inceleyen arastirmalarin birinde,
siganlarda 3 Gy x 1smina maruz kalmanin bir sonucu olarak LPO seviyelerinde artig

gozlenmistir (Nishi ve ark., 1986).

Yardimer ve ark. (1996) sicanlarda 5 Gy gama radyasyonun LPO diizeylerine etkisini
inceledikleri ¢aligmalarinda gama radyasyonu uygulanan grupta kontrol grubuna oranla LPO

seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede artis izlenmistir (Yardime1 ve ark., 1996).

Sicanlar iizerinde yapilan bir baska arastirmada, Simsek ve ark. (2017) radyasyon ve LPO

seviyeleri arasindaki iliskiye propolisin etkilerini incelemistir. Arastirmada siganlardan 6 Gy
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gama radyasyon uygulamasi sonrasi aliman kan Orneklerinde oksidatif stres parametreleri
incelenmistir. Radyasyon grubunda kontrol grubuna oranla LPO seviyelerinde artis

bildirilmistir (Simsek ve ark., 2017).

Kobay kemirgenler iizerinde yapilan bir arastirmada ise cep telefonu kaynakli 900 MHz
radyasyonun LPO seviyelerine etkileri degerlendirilmis radyasyon grubunda kontrol grubuna
oranla LPO seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede artis izlenmistir (Cellat &

Kiligalp, 2010).

Bu tez ¢alismasinda da yukaridaki ¢aligsmalarin verileri ile uyumlu olarak diisiik doz iyonize
radyasyon maruziyeti sonrasi zebra balig1 embriyolarinda kontrol grubuna oranla artmig LPO

seviyeleri gdzlemlenmistir.

Ma ve ark. (2012) erkek si¢an testislerinde sinkrotron radyasyon maruziyetinin etkilerini
gozlemlemek amaci ile yaptiklar1 aragtirmalarinda, testislerin 0,5 Gy, 1,3 Gy; 4 Gy ve 40 Gy
sinkrotron radyasyona maruz birakilmasinin 1sinlamadan bir giin sonra degerlendirilen
dokularin lipid peroksidasyonunu Onemli Ol¢lide artirmadigini  veya azaltmadigini

bildirmislerdir (Ma ve ark., 2012).

Karagoz ve ark. (2023) ile Kollayan ve ark. (2024) fakiiltemiz Zebra Balig1 Laboratuvari’nda
yaptiklar1 ¢alismalarinda, diisiik doz x 1s1m1 maruziyetinin LPO seviyelerinde artisa neden
oldugunu bildirmislerdir (Karagdz ve ark., 2023; Kollayan ve ark., 2024). Mevcut tez
caligmasiin LPO bulgulari, bu aragtirmacilarin bulgulariyla uyumlu bulunmustur. Radyasyon
maruziyeti sonucunda olusan serbest radikallerin dokularla reaksiyona girerek LPO, DNA
hasarlar1 ve enzim inaktivasyonuna neden olarak radyasyon hasarina aracilik ettigi

diistiniilmektedir.

Bir nérotoksin olan MPTP, memeli orta beyninde dopaminerjik ndronlarin se¢ici kaybina neden
olarak Parkinson hastaligina 6zgili semptomlari ortaya ¢ikarir (Unal ve Emekli-Alturfan 2019).
Memelilerin aksine, zebra balig1 orta beyinde bir dopaminerjik sisteme sahip degildir. Bunun
yerine, dopamin tasiyicisin1 ifade eden ndronlarin ana popiilasyonu diensefalonun arka
tiiberkiiliinde bulunur. Yapilan bir ¢calismada, MPTP maruziyetinin zebra balig1 embriyolarinin
diensefalondaki dopaminerjik hiicre sayisinda belirgin bir azalmaya yol agtig1 gdsterilmistir
(Lam ve ark., 2005). MPTP, monoamin oksidaz-B tarafindan metabolize edildiginde, nihai

toksik ajan olarak 1-Metil-4- fenilpiridinyum (iyon) (MPP+) doniisiimii gerceklesmekte ve
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MPP+ hidroksil radikallerinin olusumuna yol a¢gmaktadir. Deneysel modellerde MPP+ ile
indiiklenen serbest radiklalerin LPO'ya neden olarak dopaminerjik ndronlarin tahribatina yol

actig1 farkli caligmalarda ile gdsterilmistir.

Corongiu ve ark. (1987) MPTP uygulanan farelerde LPO seviyelerini inceledikleri
aragtirmalarinda, lipid peroksidasyonunun birincil iiriinlerinin MPTP uygulanan hayvanlarda

tespit edilemedigini gdzlemlemislerdir (Corongiu ve ark., 1987).

Cansiz ve ark. (2022) MPTP maruziyetinde morfinin olasi ndroprotektif etkilerini
degerlendirmeyi amagcladiklar1 ¢alismalarinda zebra balig1 embriyolarina 24 hpf’de MPTP (800
uM), MPTP + 100 uM morfin ve MPTP + 200 uM morfin uygulandiktan sonrasi 96 hpf'ye
kadar gelisimsel parametreler ve oksidan-antioksidan parametreler biyokimyasal yontemlerle
analiz edilmistir. Zebra balig1 embriyolarinda MPTP maruziyeti sonrasi LPO diizeylerinin ilk
defa incelendigi bu g¢alismada, MPTP maruziyeti sonrasi LPO seviyelerinde &nemli bir
degisiklik olmadigr gozlemlenmistir. Ayrica MPTP maruziyeti oncesi yliksek doz morfin
uygulanan grupta diger gruplara oranla LPO seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
izlenmigtir. Bu verilerin morfinin artan LPO seviyeleri ile otofajiyi indiikleme roliinii
destekledigi olarak yorumlanmistir (Cansiz ve ark., 2022). Bu tez calismasinda zebra baligi
embriyolarina 24 hpf’de 800 uM MPTP uygulanmis ve 72 hpf’de deney sonlandirilmis, MPTP
maruziyet grubunda kontrol grubuna oranla LPO seviyelerinde artis izlenmistir. Cansiz ve
ark.’m (2022) MPTP maruziyet grubu bulgulari ile bu tez ¢aligmasindaki bulgular arasindaki
farkliligin deneyin sonlandirilma saatindeki farkliliktan kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir.
Ayrica 96 hpf’de zebra baligi embriyolarinda antioksidan savunma sisteminin daha aktif

olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Fareler lizerinde yapilan bir baska calismada, MPTP kaynakli néropatolojilerde kurkuminin
noroprotektif etkinligi degerlendirilmistir. Hem MPTP hem de MPTP ile birlikte kurkumin
grubuna 24 saatlik diizenli araliklarla 7 giin boyunca art arda MPTP intraperitoneal olarak
uygulanmigtir. MPTP ile birlikte kurkumin grubunda MPTP'den 1 saat 6nce ek olarak kurkumin
intraperitonel olarak verilmistir. Kontrol farelerine ise tedavi sliresince benzer zaman
araliklarinda salin (%0,9 NaCl) uygulanmisti. MPTP maruziyeti ile LPO seviyelerinde artis
izlenmistir. Kurkuminin MPTP ile muamelesinde ise kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak
anlamli olmayan LPO seviyeleri izlenmistir. Bu da MPTP kaynakli parkinsonizm patolojisinde
artan LPO seviyelerinin norotoksik etki yarattigini belgelemekte ve kurkuminin MPTP kaynakl

noropatolojilerde noroprotektif etkinligini gostermektedir (Xia ve ark., 2016). Mevcut tez
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calismasinda MPTP maruziyet grubundaki LPO seviyeleri Xia ve ark. *m (2016) bulgular1 ile

uyumlu bulunmustur.

Kojima ve ark.’in (1998) diisilk doz gama 1511 radyasyonunun fare beyindeki antioksidan
kapasiteye ve MPTP kaynakl1 beyin hasarina etkisini inceledikleri arastirmasinda, kontrol, tek
basina MPTP maruziyet grubu, MPTP maruziyetinden bir saat 6nce ve bir saat sonra uygulanan
melatonin grubu ve MPTP maruziyetinden bir saat 6nce uygulanan diisiik doz (50 cGy) gama
radyasyon maruziyet gruplart olusturulmustur. Deney MPTP maruziyetinden 4 saat sonra
sonlandirilmis ve biyokimyasal parametreler incelenmistir. LPO seviyeleri incelendiginde
MPTP maruziyeti LPO seviyesini kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede
arttirmigtir. MPTP maruziyeti 6ncesi gama radyasyon veya melatonin uygulanmasinin ise LPO
seviyelerindeki artis1 baskiladigi ve sonuglarin tek basina MPTP maruziyeti ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig: bildirilmistir (Kojima ve ark.,
1998). Bu tez ¢aligmasinda da LPO seviyelerinde MPTP maruziyet grubunda kontrol grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli bir artig izlenmistir. MPTP 6ncesinde uygulanan diisiik doz x
1511 maruziyetinde ise LPO seviyeleri Kojima ve ark. (1998) bulgularindan farkli olarak
kontrol ve tek basina MPTP maruziyet grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde
artmistir.  Sonuglardaki bu farkliligin uygulanan iyonize radyasyon cinslerinin ayni

olmamasindan kaynaklandig1 diistintilmektedir.

Kojima ve ark. (1998) ve Xia ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢calismalarda MPTP maruziyetine farkl
maddelerin noroprotektif etkilerini deney hayvanlar1 iizerinde incelemislerdir. Her iki
calismada da MPTP maruziyeti oncesi farkli maddeler uygulanmis ve bu maddelerin LPO
seviyeleri iizerine etkileri degerlendirilmistir. Bulgular incelendiginde ndroprotektif olarak
degerlendirilen maddeler MPTP maruziyeti 6ncesinde uygulandiginda LPO seviyelerinde tek

basina MPTP maruziyet grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden olmustur.

Bu tez calismasinda ayrica MPTP maruziyeti 6ncesi uygulanan diisiik doz iyonize radyasyon
grubunda tek basina radyasyon grubuna oranla LPO'da dramatik ve istatistiksel olarak anlaml1
bir artis gozlemlenmis, bu da radyasyona maruz kalan zebra balig1 embriyolarinda ilave MPTP

maruziyetinin LPO'yu arttirarak ve oksidatif stresi giiclendirdigini gostermektedir.

Asetilkolin esteraz (AChE) enzimi asetilkolini hidrolize ederek kolin ve esteraz olusumunu
saglamaktadir. Bu enzim aktivitesinde bozukluk olmasi sonucunda asetilkolin artis1 meydana

gelmekte ve biriken asetilkolin kas kasilmasinda artis, titreme gibi fonksiyonlarin olusumuna
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sebep olmaktadir (Klaassen, 1985; Dokmeci & Dokmeci, 2005; Saydam ve ark., 2006). AChE
enzim aktivitesini etkileyen durumlar ile lokomotor fonksiyonlar arasindaki iliskiyi
degerlendiren arastirmalar mevcuttur. Bu ¢alismalardan birinde, Othman ve ark. (2017) prenatal
donemdeki sicanlarin radyofrekans maruziyeti ile postnatal gelisim ve davranislarini
incelemistir. Gebelik boyunca siganlara giinliik 2 saat 2450 MHz radyasyon uygulanmuistir.
Dogum sonrasi belirli donemlerde fiziksel ve ndrogelisimsel durumlari, motor gelisimleri ve
AChE aktiviteleri degerlendirilmistir. Radyasyon maruziyetinin AChE aktivitesinde artisa
neden oldugu bildirilmistir (Othman ve ark., 2017). Mevcut tez ¢alismasinda ise yukarida
bahsedilen arastirmadan farkli olarak diisiik doz iyonize radyasyon uygulanan zebra baligi
embriyolar1 AChE aktivitelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma

izlenmigtir

Sharma ve ark. (2019)’1n mikrodalga radyasyonu uygulanan siganlar ile yaptiklari ¢alismada
oksidatif streste artis ve AChE aktivitelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli

derecede diisiis gozlenmistir (Sharma ve ark., 2019).

Sicanlar tizerinde yapilan baska bir calismada elektromanyetik radyasyon ve AChE aktivitesi
arasindaki iliski degerlendirilmistir. Siganlar giinliik 1, 2, 4 saat olmak iizere 900 Mhz EM
radyasyona maruz birakilmis ve 90 giin sonunda da sigcanlarin oksidatif stres parametreleri ile
ACHhE seviyeleri degerlendirilmistir. Calisma sonunda EM radyasyonun oksidatif stres ve DNA
hasarma ayrica AChE aktivitesinde azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Sharma ve Shukla,

2020).

Bu tez ¢alismasinda da Sharma ve ark. (2019) ve Sharma ve Shukla (2020) bulgulari ile uyumlu
olarak radyasyon uygulanan zebra balig1 embriyolart AChE aktivitelerinde kontrol grubuna

oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gozlemlenmistir.

Cansiz ve ark. (2022) zebra baligi embriyolarinin MPTP maruziyeti sonrasinda AChE
aktiviteleri, oksidan-antioksidan sistem yanitlar1 ve lokomotor aktiviteleri inceledikleri
caligmalarinda MPTP’ye maruz birakilan zebra baliklarinda AChE aktivitesinde azalmaya
lokomotor aktivitede azalmanin eslik ettigi bildirilmistir (Cansiz ve ark. 2022). Mevcut tez

caligmamizin sonuglari bu arastirmaya paralellik gostermektedir.

Fakiiltemiz Zebra Balig1 Laboratuvarinda yapilan bir doktora tezi ¢alismasinda farkli siirelerde

diistik doz x 15111 maruziyeti ile AChE seviyeleri arasindaki iliskiyle birlikte lokomotor aktivite
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arastirilmig, X 15111 maruziyet siiresinin artis1 ile AChE seviyelerindeki azalmaya lokomotor
aktivitedeki azalmanm eslik ettigi gozlenmistir (Kollayan ve ark. 2024). Mevcut tez
aragtirmasinda tim maruziyet gruplarinda kontrol grubuna oranla AChE seviyelerinde ve
lokomotor aktivitede istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goézlenmistir. Lokomotor
aktivite ile AChE seviyelerinin diisiisli diisiik doz iyonize radyasyon ve MPTP ndrotoksininin
kolinerjik fonksiyonlar iizerine zararli etkileri oldugunu disiindiirmiistiir. Ayrica MPTP
maruziyeti oncesi radyasyon uygulanan grupta tek basina radyasyon uygulanan gruba oranla
lokomotor aktivite ile AChE seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 izlenmis
bu da radyasyona maruz kalan zebra balig1 embriyolarinda ilave MPTP maruziyetinin oksidatif

stresi siddetlendirdigini diistindiirmektedir.

Nitrik oksit (NO) fizyolojik sartlarda vazodilator, antioksidan ve metabolik regiilator 6zelliklere
sahip bir gazdir. Ancak, NO cesitli stres kosullarinda serbest radikal islevi gorerek oksidatif
stres olusumunda rol oynayabilir. Literatiirde oksidatif stres ve NO seviyeleri arasindaki iligkiyi
inceleyen bir¢ok calisma mevcuttur. Bu calismalardan birinde, farelerde 50 Gy x-1s1m1
maruziyeti sonrasinda NO seviyeleri in vivo olarak belirli araliklarla 6l¢tilmiistiir. Maruziyetten
3 saat sonra NO seviyelerinde artis meydana gelmis 5. saatte ise NO seviyeleri maksimum

diizeye ulasmistir (Nakagawa ve ark., 2001).

Dede ve ark.’in (2009) arastirmasinda, tavsanlarda x 1s1n1 maruziyeti sonrasi serum nitrik oksit
seviyeleri degerlendirilmistir. Tavsanlar vitamin takviyeli, mineral takviyeli ve herhangi bir
takviye almayan olmak iizere ii¢ gruba ayrilmis, dort hafta sonunda serum NO oksidasyon
iriinlerden nitrat ve nitrit seviyeleri incelenmistir. Daha sonra 500 rad x 1511 uygulanmis ve
NO oksidasyon iiriinleri degerlendirilmistir. X 1511 uygulanan tavsanlarda kontrol grubuna
oranla NO oksidasyon iiriinlerinde anlamli derecede artis goriildiiglinii vitamin takviyesinin
oksidasyon {irlinlerinde anlamli derecede diisiise sebep oldugu ve mineral takviyesinin bu

iiriinlerde degisiklik gelismesine sebep olmadigini saptamiglardir (Dede ve ark., 2009).

Bir bagka ¢aligmada, 900 MHz elektromanyetik radyasyon uygulanan farelerin bobrek dokusu
NO seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis ile birlikte oksidatif stres meydana geldigi

bildirilmistir (Cellat & Kiligalp, 2010).

Ahlate1 ve ark. (2013)’1n si¢an beyindeki NO seviyeleri ve iyonize radyasyon arasindaki iliskiyi
inceledikleri caligmalarinda 5 Gy gama radyasyon maruziyeti sonrast NO seviyelerinde kontrol

grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede artis izlenmistir (Ahlatc1 ve ark, 2013).
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Bu tez ¢alismasinda da yukarida bahsedilen radyasyon maruziyeti ve NO seviyeleri arasindaki
iliskiyi degerlendiren aragtirmalar ile benzer sekilde diisiik doz iyonize radyasyon maruziyeti
sonras1 zebra balig1 embriyolart NO seviyelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak

anlaml1 bir artig izlenmistir.

Oksidatif stres ve diisiik doz iyonize radyasyon arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢aligmada dental
panaromik rontgen cihazi kullanilarak zebra baligi embriyolar1 {izerinde incelemeler
yapilmustir. Zebra balig1 embriyolar1 kontrol, standart moddan ¢ikan (5,5 sn ekspojur siiresi) ve
pedodontik moddan ¢ikan x-151n1 (4,8 sn ekspojur siiresi) gruplarina ayrilmis, maruziyet dozlari
Olemek icin OSL dozimetreleri kullanilmigtir. Standart mod ve pedodontik mod i¢in ortalama
radyasyon dozlar sirasiyla 7,83 mSv ve 5,83 mSv olarak ol¢lilmiistiir. Dollenmeden 96 saat
sonra embriyolarda NO seviyeleri 6l¢iildiiglinde SPE grubunda daha belirgin olacak sekilde her

iki x 15101 maruziyet grubunda da NO'nun arttig1 belirlenmistir (Karagdz ve ark., 2023)

Kollayan ve ark. (2024) zebra balig1 embriyolarinda diisiik doz x-151n1 radyasyonunun etkilerini
inceledigi calismasinda zebra baligi embriyolarinda 72 hpf’de tiim maruziyet gruplarinda
alinan x 151n1 dozu ile oranli olarak NO seviyelerinde artis meydana geldigini gézlemlemiglerdir
(Kollayan ve ark., 2024). Bu tez ¢calismasinin bulgular1 Karagoz ve ark. (2023) ve Kollayan ve
ark. (2024) bulgular1 ile uyumlu olarak diisiik doz iyonize radyasyona maruz kalan zebra balig1

embriyolarinda NO seviyelerinin arttigini géstermistir.

Literatiir incelendiginde iyonize radyasyonun deneysel diizeyde degerlendirildigi
aragtirmalarin  biliylik bir kisminda yiliksek dozda radyasyona maruziyetin incelendigi
goriilmistiir. Dis hekimliginde kullanilan diisiik dozlarin incelendigi ilk arastirmalar fakiiltemiz
Zebra Balig1 Laboratuvarinda Karagéz ve ark. 2023 ve Kollayan ve ark., 2024 tarafindan
yapilan c¢alismalardir. Mevcut tez c¢aligmasinin bulgular1 diisiik doz iyonize radyasyonun

kullanildig1 bu 6nceki aragtirmalarla karsilagtirilmig ve uyumlu bulunmustur.

Parkinson hastaliginda oksidatif stres hipotezine gore, NO, dopaminerjik noronlara zarar
verebilen cevresel faktorlerden biridir (Jackson-Lewis ve Smeyne 2005). Deneysel Parkinson
hastalig1 modeli olusturmak i¢in kullanilan MPTP nérotoksini ile NO seviyeleri arasindaki
iliski inceleyen c¢aligsmalar mevcuttur. Zebra balig1 embriyolarinda MPTP maruziyeti sonrast
NO diizeylerinin incelendigi bir aragtirmada, MPTP maruziyeti sonrasi artmigs NO seviyeleri
gozlemlenmistir (Cansiz ve ark., 2022). Mevcut tez ¢alismasinin bulgulart MPTP ve diisiik doz

iyonize radyasyon maruziyetinde kontrol grubuna oranla NO seviyelerinin istatistiksel olarak
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anlamli bir sekilde arttigin1 ve oksidatif stres meydana geldigini gdstermistir. Ayrica diisiik doz
iyonize radyasyon ve MPTP birlikte uygulandiginda NO seviyelerindeki artisin ve oksidatif

stresin siddetlendigi izlenmistir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), serbest radikallere karsi gorev alan en 6nemli antioksidan savunma
sistemi elemanlarindandir. Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve
molekiiler oksijene katalizleyen enzimatik bir antioksidandir. Yapilan caligmalar SOD
aktivitesinde azalma ile birlikte artan serbest radikal olusumunu bildirmektedir. Xu ve ark.’in
(2011) sicanlarin lens hiicrelerinde yaptiklart calismada x 1s1m1 maruziyetinin oksidan-
antioksidan parametrelere etkisi incelenmistir. Bir gruba 2, 5 ve 10 Gy x 151n1 uygulanmis ve 11
giin sonunda biyokimyasal analizler yapilmistir. Diger gruba ise 5, 15, 25 Gy x 151n1 uygulanmis
ve 90 giin sonunda belirlenen parametreler degerlendirilmistir. Her iki radyasyon grubunda da
siganlar 15 dk siireyle x 1simnina maruz birakilmistir. Deney sonunda radyasyon grubu SOD
aktivitesinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlenirken

radyasyonun dozu artisi ile SOD aktivitelerinde giderek azalma gdzlenmistir (Xu ve ark., 2011).

Zhou ve ark.’in (2014) x 1s1nin zebra balig1 embriyolarinda goz gelisimi iizerine etkilerini
inceledikleri aragtirmalarinda kontrol grubu ve 1, 2, 4, 8 Gy dozlarda x 151n1 maruziyet gruplari
olusturulmustur. Caligmalarinda 12 hpf’de gbz morfogenezi baglayan embriyolara 8 hpf’de x
1s1n1 uygulanmig, SOD aktiviteleri incelenmis ve gelismekte olan lenslerin ortalama caplari
karsilastirilmistir. SOD aktivitelerinde 24 hpf’de kontrol grubuna oranla 2 ve 4 Gy x 1511
maruziyeti grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede artig goriildiigl bildirilmistir. 48
hpf’de 1 ve 2 Gy maruziyet grubunda SOD aktivitelerinde artis goriiliirken 8 Gy maruziyet
grubunda azalma oldugu saptanmistir. 72 hpf’de SOD aktivitelerinde kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda tiim maruziyet gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlenmistir (Zhou ve ark., 2014).

Bu tez calismasinda Xu ve ark. (2011) ve Zhou ve ark. (2014) bulgularindan farkli olarak diistik
doz iyonize radyasyon sonrasi zebra balig1 embriyolarinda SOD seviyelerinde kontrol grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli bir artig izlenmistir. Bu caligmalardaki SOD bulgulari
arasindaki farkliligin x 1511 dozlart ve ekspoziir siireleri arasindaki farkliliktan kaynakli

olabilecegi diisliniilmektedir.

[k kez diisiik doz gama 1511 radyasyonunun antioksidan kapasiteye etkisini Kojima ve ark.

(1998) incelemistir. Arastirmalarinda, 50 cGy gama radyasyon sonrasi fare beyindeki oksidan-
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antioksidan parametreler degerlendirilmistir. SOD sevileri incelendiginde tek seferlik 50 cGy
gama radyasyon maruziyetinden sonraki ilk 3 saatte SOD seviyesi ylikselmis ve maksimuma
ulagsmig, hemen sonrasinda ise radyasyon maruziyetinden onceki seviyesine donmiistiir

(Kojima ve ark., 1998).

Mesleki olarak diisiik doz iyonize radyasyonun maruz oksidatif stres diizeyi ve kromozomal
hasarini tespit etmek ic¢in yapilan bir caligmada hastane ¢alisanlarinin dozimetre sonuglarinin
ortalama 0,48 mSv oldugu hesaplanmis ve bu dozun ICRP (Uluslararas1 Radyolojik Korunma
Komitesi) tarafindan belirlenen siirlarin altinda oldugu tespit edilmistir. Kontrol grubu ve
radyasyon maruziyeti bulunan gruplardan kan ornekleri alinarak oksidan-antioksidan
parametreler degerlendirilmistir. Radyasyon maruziyeti bulunan grubun SOD degerlerinde
kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede artis goriildiigii bildirilmistir (Gao

ve ark., 2020).

Fakiiltemiz Zebra Baligi Laboratuvari’nda yapilan bir ¢alismada farkli siirelerde panoramik
rontgen cihazindan verilen x-151n1 maruziyetleri sonunda SOD aktiviteleri incelendiginde x 15101
maruziyetinin embriyolarda SOD aktivitelerini arttirdig1 izlenmistir. Ayrica 1sinlama siiresi
arttikga SOD seviyelerindeki artis da siddetlenmistir (Karagéz ve ark., 2023). Mevcut tez
calismasinda da yukarida bahsedilen aragtirmalar ile benzer sekilde diisiik doz iyonize x 1511

maruziyeti sonrasi zebra balig1 embriyolarinda artmig SOD seviyeleri gdzlenmistir.

Bir bagka caligmada zebra balig1 embriyolarinda diisiik doz x-1s1m1 radyasyonunun etkilerini
incelenmistir. Periapikal dental rontgen cihazi kaynakli 0,08, 0,15 ve 0,30 saniye ekspoziir
stirelerinde x 1511 maruziyetleri sonrast 72 hpf’de SOD seviyeleri degerlendirilmistir. Tiim
maruziyet gruplarinda SOD aktivitesinin kontrol grubuna oranla anlamli olarak azaldigi
bildirilmis ve ayrica alinan x 1g1n1 stiresi arttikga SOD aktivitelerinde azalmanin da siddetlendigi
gosterilmistir (Kollayan ve ark., 2024). Bu tez ¢alismasinda ise diisiik doz iyonize radyasyon
sonrast artmig SOD aktiviteleri Ol¢ililmiistiir. Kollayan ve ark. (2024) ile mevcut c¢aligsma
bulgular1 arasindaki farkliligin ¢evresel kosullar1 veya zebra balig1 embriyolarindaki bireysel

ozelliklerin antioksidan kapasiteye etkisine bagl olabilecegi diisliniilmustiir.

Norotoksinler de radyasyon gibi hiicreler tizerinde oksidatif strese neden olabilmektedir. Cansiz
ve ark. (2022), bir ndrotoksin olan MPTP maruziyetinde morfinin olas1 ndroprotektif etkilerini
zebra balig1 embriyolar iizerinde incelemistir. Yaptiklar: ¢alismada zebra baligi embriyolar

dollenmeden 24 saat sonra (hpf) MPTP (800 uM), MPTP + diisiik doz morfin ve MPTP +
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yiikksek doz morfin uygulamasi yapilip 96 hpf'ye kadar gelisimsel ve oksidan-antioksidan
parametreler biyokimyasal yontemlerle analiz edilmistir. MPTP maruziyeti ve MPTP ile birlikte
morfin uygulanan gruplarda SOD seviyesinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma
bildirilmistir. Bununla birlikte yiiksek doz morfin uygulanan gruptaki SOD aktivitesi tek bagina
MPTP uygulanan gruba gore istatistiksel olarak yiliksek bulunmustur (Cansiz ve ark., 2022). Bu
tez ¢alismasinda ise farkli olarak MPTP maruziyeti sonrasi zebra baligi embriyolarinda kontrol
grubuna oranla SOD aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmistir.
Bulgulardaki bu farkliligin deneyler arasinda MPTP maruziyetinin Cansiz ve ark.’in (2022)
caligmasinda 96 hpf’de mevcut tez ¢aligmasinda ise 72 hpf’de sonlandirilmasindan kaynakli

olabilecegi diisliniilmektedir.

Mevcut tez ¢alismasinda, SOD aktivitesinde MPTP uygulamasindan 6nce diisiikk doz iyonize
radyasyon maruziyetinde, tek bagina MPTP uygulanan gruba oranla istatistiksel olarak anlamli
bir azalma izlenmistir. Bu da DDIR+MPTP grubunda antioksidan yanitin inhibisyonunu

gostermektedir.

Mitokondride oksijenin suya indirgenmesi sirasinda serbest radikal olusumu meydana gelir.
Mitokondride olusan serbest radikaller ilk olarak SOD ve glutatyon peroksidaz enzimleri
tarafindan yok edilir. Ancak Onemli bir miktar serbest radikal mitokondriden ayrilarak
sitoplazmaya gecer. Mitokondriden sitozole gecen serbest radikallerin detoksifikasyonu
peroksizomlar tarafindan sentezlenen CAT enzimi tarafindan gergeklestirilir. Literatiirde cesitli
hiicresel stres faktorlerinin CAT enzim aktivitesi iizerine etkilerini degerlendiren ¢alismalar
mevcuttur. Kojima ve ark. (1998) diisiik doz gama 1511 radyasyonunun fare beynindeki
antioksidan kapasiteye ve MPTP kaynakli beyin hasarina etkisi inceledikleri arastirmada
kontrol grubu, tek basina MPTP maruziyet grubu, tek bagina 50 cGy gama radyasyon maruziyet
grubu, MPTP maruziyetinden bir saat dnce ve bir saat sonra uygulanan melatonin maruziyet
grubu ve MPTP maruziyetinden bir saat dnce uygulanan 50 cGy gama radyasyon maruziyet
gruplar1 olusturulmuslar; deneyi MPTP maruziyetinden 4 saat sonra sonlandirmis ve
biyokimyasal parametreleri incelemislerdir. Katalaz sevilerini degerlendirdikleri tek seferlik 50
mGy gama radyasyon maruziyetinden sonraki ilk 3 saatte katalaz aktivitesi yiikselmis ve
maksimuma ulagmis, hemen sonrasinda ise radyasyon maruziyetinden Onceki seviyesine

donmiis oldugunu bildirmislerdir (Kojima ve ark., 1998).

Sicanlarda oksidatif stres parametreleri parametrelerinin degerlendirildigi bir aragtirmada

kontrol, radyasyona maruziyet ve radyasyon maruziyeti ile birlikte propolis gruplari
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olusturulmustur. Radyasyon maruziyet grubuna {i¢ giin boyunca intraperitoneal olarak %0,9
serum fizyolojik verilmis ve bu siire sonunda 6 Gy gama radyasyonu uygulanmigtir. Radyasyon
maruziyet grubu CAT aktivitelerinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir
azalma izlenmistir. Propolis ile radyasyonun birlikte oldugu grupta ise radyasyon grubuna gore
CAT aktivitelerinde anlamli bir fark goriilmedigi bildirilmistir (Simsek ve ark., 2017). Bu tez
calismasinda da diisilk doz iyonize radyasyon grubu zebra baligi embriyolarinda kontrol

grubuna oranla CAT aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir.

Sicanlar ile yapilan bir baska calismada diisiik seviyeli 1800 MHz radyofrekansin siyatik
sinirler tizerindeki olumsuz etkilerinin parikalsitol aracilifiyla azaltilmasini degerlendirmek
tizere siganlar dort farkli gruba ayrilmistir. Radyasyon uygulanan grupta sicanlar 4 hafta
boyunca giinde 1 saat 1800 MHz radyasyona maruz birakilmiglardir. Gruplarda miyelin sinir
liflerindeki dejenerasyonlar ile CAT aktiviteleri degerlendirilmis ve CAT aktivitelerinde

radyasyon grubunda belirgin bir artis izlendigi bildirilmistir (Comelekoglu ve ark., 2018).

El-sonbaty ve ark. (2020) 1 Gy’den daha diisiikk dozlarda iyonize radyasyonun sican
bobreklerinde olusturdugu hasara bir su yosunu olan Amphora coffacaformis ekstraktinin
iyilestirici etkilerini aragtirmistir. Kontrol, radyasyon ve radyasyon+Amphora coffacaformis
ekstrakti gruplar1 olmak iizere ii¢ farkli grup olusturulmus ve bu gruplarda oksidatif stres
parametreleri degerlendirilmistir. Kontrol grubuna oranla radyasyon grubu CAT aktivitelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir azalma izlenmis olup Amphora coffaeaformis ekstrakti grubunda
radyasyon grubuna gore artig, kontrol grubuna gore azalma saptanmistir (El-sonbaty ve ark.,

2020).

Kollayan ve ark. (2024) zebra balig1 embriyolarinda periapikal dental rontgen cihazi kaynakli
X 1§1n1 maruziyetinin antioksidan parametreler {lizerine etkisini aragtirmistir. Yapilan ¢alismada
zebra balig1 embriyolarma 0,08 saniye, 0,15 saniye ve 0,30 saniye ekspoziir siiresinde x 15101
uygulanmistir. Biyokimyasal analiz sonrasi 0,08 saniye x 151 uygulanan grupta CAT
aktivitesinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir azalma, stire arttik¢a 0,08 s

maruziyet grubuna oranla CAT aktivitesinde artis gdzlenmistir (Kollayan ve ark., 2024).
Mevcut tez galigmasinda tek basina diigiik doz iyonize radyasyon ve MPTP maruziyetinde zebra

balig1 embriyolarinda kontrol grubuna oranla CAT aktivitesinin azaldigini saptanmistir. Buna

ek olarak MPTP maruziyetinden once diisiikk doz iyonize radyasyon uygulanan grup kontrol
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grubu, tek basina diisiik doz iyonize radyasyon ve MPTP gruplariyla karsilastirildiginda CAT

aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artig izlenmistir.

Glutatyon (GSH) bir antioksidan olarak hareket eder ve ayrica hiicrenin redoks durumunu
korumada, detoksifikasyon sisteminin ¢aligmasinda, eikosonoidlerin sentezlenmesinde, hiicre
sinyal mekanizmasiin diizenlenmesinde, gen ekspresyonunda ve apoptoziste de antioksidan
olarak faaliyet gosterir. Glutatyon, glutatyon peroksidazin katalitik etkisiyle lipit peroksitleri ve
hidrojen peroksiti detoksifiye eder. Gegtigimiz yillarda yapilan arastirmalarda diisiik ve ytliksek
radyasyon dozlarinin GSH seviyesi iizerine etkileri incelenmistir. Diisiik doz gama 1s1n1
radyasyonunun fare beyindeki antioksidan kapasiteye ve MPTP kaynakli beyin hasarma
etkisinin incelendigi Kojima ve ark. (1998)’1n arastirmasinda tek seferlik 50 mGy gama
radyasyon maruziyetinden sonraki ilk 3 saatte GSH seviyesi yiikselmis ve maksimuma ulagmis,
24. saatte ise normal seviyesine donmiistiir (Kojima ve ark., 1998). Ma ve ark.’in (2012)
sicanlarda yaptiklar1 bir arastirmada, testisler 0, 0,5 Gy, 1,3 Gy, 4 Gy ve 40 Gy radyasyon
dozlarinda sinkrotron radyasyona maruz birakildiktan bir giin sonra degerlendirilen dokularin
GSH seviyelerinde anlamli bir degisiklik bulunmamistir (Ma ve ark., 2012). Karagoéz ve ark.
(2023), kontrol grubuna oranla standart modda cihazdan ¢ikan x-1sinlarma (7,83 mSv) maruz
birakilan zebra balig1 embriyolarinda GSH diizeylerinin azaldigini gézlemlemis olsalar da ayni
calismada pedodontik modda ¢ikan x-1sinlarina (5,83 mSv) maruz kalan grupta artmig GSH
diizeyleri izlendigini bildirmistir (Karagdz ve ark., 2023). Bu tez ¢alismasinda da diisiik doz
iyonize radyasyon uygulanan zebra balifi embriyolar1 GSH diizeylerinin kontrol grubuna

oranla istatistiksel olarak azaldig1 izlenmistir.

MPTP norotoksin maruziyetinin de GSH seviyeleri lizerine etkisi oldugunu bildiren ¢aligmalar
mevcuttur. Alt1 aylik erkek siganlarda MPTP enjeksiyonu sonrasi 1, 3, 8 ve 24 saatlerinde
yapilan incelemelerde GSH seviyelerinde kontrol grubuna oranla anlamli bir azalma oldugu

gosterilmistir (Desole ve ark., 1993).

Oishi ve ark. (1993) fareler ile yaptiklar1 calismada kontrol, MPTP maruziyet grubu, sisteamin
maruziyet grubu ve sisteamin 6n tedavili MPTP maruziyet gruplart olusturmustur. MPTP
enjeksiyonundan 7 giin sonra yapilan analizlerde tek bagina MPTP maruziyet grubu GSH
seviyesinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak azalma izlenmistir. Sisteamin 6n
tedavisinin ise MPTP maruziyetinin GSH seviyelerinde neden oldugu azalmalar1 engelledigi

bildirilmistir (Oishi ve ark., 1993).

74



Diisiik doz gama 151n1 radyasyonunun fare beyindeki antioksidan kapasiteye ve MPTP kaynakli
beyin hasarina etkisinin incelendigi Kojima ve ark. (1998)’1n arastirmasinda kontrol, tek bagina
MPTP maruziyet grubu, tek basina 50 cGy gama radyasyon maruziyet grubu, MPTP
maruziyetinden bir saat dnce ve bir saat sonra uygulanan melatonin maruziyet grubu ve MPTP
maruziyetinden bir saat Once uygulanan 50 cGy gama radyasyon maruziyet gruplari
olusturulmustur. Deney MPTP maruziyetinden 4 saat sonra sonlandirilmis ve biyokimyasal
parametreler incelenmistir. Total GSH seviyeleri incelendiginde MPTP maruziyeti glutatyon
seviyesini kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede azaltmistir. Tek seferlik
50 mGy gama radyasyon maruziyetinden sonraki ilk 3 saatte glutatyon seviyesi ylikselmis ve
maksimuma ulagmig, 24. saatte ise normal seviyesine donmiistiir. MPTP ile birlikte gama
radyasyon ve melatonin grubunda ise glutatyon seviyelerinde kontrol grubu ile kiyasla anlamli

bir degisiklik izlenmemistir (Kojima ve ark., 1998).

Onceki yillarda yapilan ¢alismalarda, hafif oksidatif stresin adaptif bir yanit olarak hiicre ici
GSH seviyelerini artirabilirken, siddetli oksidatif stresin GSH seviyelerinin diismesine neden
olabilecegi bildirilmistir (Nunez ve ark., 2004; Kachadourian ve ark., 2011). Bu tez
caligmasinda hiicrelerdeki baslica antioksidan olan GSH diizeylerinin Desole ve ark. (1993),
Oishi ve ark. (1993) ve Kojima ve ark. (1998) bulgulari ile uyumlu olarak MPTP maruziyet
grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak azaldig1 saptanmistir. Diisiik doz iyonize
radyasyon grubuna nazaran MPTP maruziyet grubunda GSH seviyelerinde daha dramatik bir
diislis izlenmistir. Bunun nedeni olarak MPTP grubunda oksidatif stresin gostergeleri olan LPO
ve NO'nun daha yiiksek olmasinin etkili olabilecegi diislintilmiistiir. Ayrica MPTP grubunda

MPTP ile birlikte DDIR grubuna oranla GSH sevisinde daha siddetli bir azalma izlenmistir.

Glutatyon S-transferazlarin (GST) en oOnemli fonksiyonlarindan biri ksenobiyotik
metabolizmasinda agiZa ¢ikan reaktif iiriinlerin detoksifikasyonunda gorev almaktir. Oksidatif
stres sonucu meydana gelen zararl {iriinlere kars1 savunmada 6nemli rol oynamaktadir. Kim ve
ark.’in (1997) sicanlarda radyasyonun GST aktivitelerine olan etkisini inceledikleri bir
caligmada sicanlar 0,5 Gy gama radyasyonuna 5 giin boyunca maruz birakilmislardir. 3. ve 5.
giinlerdeki GST aktiviteleri karsilagtirilmig ve maruziyet siiresinin artis1 ile GST aktivitelerinde

anlaml1 derecede artis gdzlenmistir (Kim ve ark., 1997).

Bir meyve sinegi cinsi olan Drosophila melanogaster larvalarinda radyasyon maruziyeti sonrasi
bazi oksidan-antioksidan parametreler degerlendirilmis ve radyasyon maruziyetinde GST

aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede artis izlenmistir (Paithankar ve ark., 2018).
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Karagoz ve ark. (2023) ve Kollayan ve ark. (2024) zebra baligi embriyolarinda diisiik doz x
1511 radyasyon maruziyeti ve GST aktivitesini inceledikleri calismalarinda radyasyon
maruziyeti sonrasinda GST aktivasyonunda artis oldugu gozlemlemislerdir (Karagdz ve ark.,
2023; Kollayan ve ark.,, 2024). Bu tez calismasinda, yukarida bahsedilen arastirma
sonuglarindan farkli olarak diislik doz iyonize radyasyon maruziyet grubunda kontrol grubuna

oranla GST aktivitesinde istatistiksel olarak anlaml1 bir degisiklik olmadig1 izlenmistir.

Oksidatif stres faktorii olarak degerlendirilen MPTP nérotoksini ile yapilan ¢aligmalardan
birinde MPTP enjekte edilmis fareler GSTP gecici asir1 ekspresyonu gostermis olup GSTP'nin
hiicreleri ROS'tan korumak i¢in MPTP tarafindan indiiklenen hiicresel stresin endojen bir

diizenleyicisi olarak hareket ettigi one stiriilmiistiir (CastroCaldas ve ark. 2012).

Cansiz ve ark. (2021) zebra balig1 embriyolarinda MPTP maruziyeti ve oksidan antioksidan
denge arasindaki iliskiyi inceledikleri ¢alismalarinda MPTP maruziyeti sonrasinda GST enzim
aktivitesinde kontrol grubuna oranla azalma gozlemlemislerdir (Cansiz ve ark., 2021). Bu tez
calismasinda ise MPTP maruziyeti sonrasi zebra baligt embriyolarinda GST enzim

aktivitesinde kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bir artis izlenmistir.

Kumar ve Trivedi (2018) yaptiklar1 arastirmada oksidatif stres ve ¢evresel uyaranlarin etkisi ile

GST seviyelerinde bir artig oldugunu gostermistir (Kumar ve Prabodh, 2018).

Mevcut tez ¢alismasinda MPTP maruziyetinden 6nce diisiik doz iyonize radyasyon uygulanan
grupta tek basina MPTP maruziyet grubuna oranla GST aktivitelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma izlenmistir. Bu da MPTP maruziyetinden 6nce uygulanan diisiik doz

radyasyonun antioksidan yanit1 baskiladig: seklinde degerlendirilmistir.

Pinkl, parkin, dj1 ve lrrk2 genleri PH belirte¢ olan mitokondriyal hasar ile iliskili genlerdendir.

Bu arastirmada ilgili gen ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

Borik asitin MPTP maruziyetine etkileri zebra balig1 embriyolar1 lizerinde arastirilmistir. Zebra
balig1 embriyolar1 kontrol, MPTP maruziyet grubu, MPTP ile birlikte diisiik doz borik asit
maruziyet grubu ve MPTP ile birlikte yiiksek doz borik asit maruziyet gruplarina ayrilmistir. 72
hpf’de PCR sonuglarinda tiim maruziyet gruplarinda pinkl, parkin ve lrrk gen ifadeleri kontrol
grubuna oranla anlamli olarak artis gdstermistir. Dj/ gen ifadesi ise tiim maruziyet gruplarinda

kontrol grubuna oranla anlamli olarak azalma gostermistir (Ustiindag ve ark., 2020).
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MPTP'ye maruziyetinde morfinin olas1 noroprotektif etkilerini degerlendirmeyi amaglanan bir
caligmada zebra balig1 embriyolar1 déllenmeden 24 saat sonra (hpf) MPTP (800 uM), MPTP +
100 uM morfin ve MPTP + 200 uM morfin uygulamasi yapilip 96 hpf'de pinkl, dj1 ve lrrk gen
ifadesi analizi yapilmistir. Tiim maruziyet gruplarinda pinkl ve Irrk gen ifadeleri kontrol grubu
ile oranla anlaml olarak artis gostermistir. Dj/ gen ifadesi ise tiim maruziyet gruplarinda

kontrol grubuna nazaran anlamli olarak azalma gostermistir (Cansiz ve ark., 2022).

Bu tez calismasiin sonuglart MPTP ve diisiik doz iyonize radyasyon maruziyeti sonucu
mitokondriyal hasarin gostergeleri olarak pinkl, parkin, dj1 ve lrrk genlerinin ekspresyonunda
kontrol grubuna oranla artis izlenmistir. MPTP maruziyeti oncesinde diisik doz iyonize
radyasyon grubu parkin ve lrrk gen ifadelerinin tek basina uygulanan MPTP grubuna oranla
istatistiksel olarak azaldigi; pinkl ve djl gen ifadelerinde ise istatistiksel olarak anlamli bir

degisiklik izlenmemigtir

MPP+ dopaminerjik ndronlar tarafindan alindiginda mitokondriyal oksidatif fosforilasyon
kompleksi 1'i inhibe ederek mitokondriyal strese yol agmaktadir. Mitofaji, hasarli
mitokondrinin lizozomal bozunma i¢in hedeflendigi bir siirectir. Pinkl ve parkin, mitofajiyi
diizenlemek icin koordineli bir sekilde ¢alismaktadir (Ustiindag ve ark., 2020). Pinkl/parkin
tarafindan diizenlenen mitofajideki kusurlar, Parkinson hastaligina katkida bulunan hasarli
mitokondrilerin birikmesine yol agabilmektedir (Greenamyre ve ark., 2001). Pink!'in hiicreleri
oksidatif stres kaynakli apoptoza kars1 korudugu gosterilmistir (Deas ve ark., 2009). Ustiindag
ve ark. (2020), pinkl, parkin ve [rrk ifadelerinin MPTP'ye maruz kalan zebra balig:

embriyolarinda 6nemli 6l¢iide arttigini bildirmistir.

Onceki yillarda yapilan arastirmalarda, mitokondriyal bozulmanin ndrodejenerasyon
varligindan 6nce [rrk2'yi aktive ettigini ve pinkl’in lizozomal bozunma ig¢in hasarl
mitokondriyi hedeflemek iizere mitofajiyi diizenledigi anlagilmistir (Greenamyre ve ark., 2001;
Di Maio ve ark., 2018). Mevcut tez ¢alismasi bulgularindan artmis /rrk2 ve pinkl ifadeleri

MPTP ve LDIR maruziyetine bagli mitokondriyal stresin gdstergesi olarak degerlendirilmistir.
Takahashi-Niki ve ark. (2015) yaptiklar1 arastirmada dj-/ geninin oksidatif savunma

reaksiyonlarinda rol oynadigini ve islevini kaybetmesinin Parkinson hastaliginin baglamasina

neden olabilecegini bildirmistir (Takahashi-Niki ve ark., 2015).
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Parkinson hastalig1 da dahil olmak {izere ndrodejeneratif hastaliklarda serbest radikallerin artis
ile protein, lipit ve niikleik asitlerin hasara ugradig: bilinmektedir (Finkel, 2003; Valko ve ark.,
2006; Kumar ve ark., 2012). Serbest radikallerin artis1 néronal hiicrelere zarar vermektedir
(Hirsch, 1993). Dopaminerjik noronlar serbest radikaller kaynakli oksidatif strese daha
duyarlidir. MPTP (Langston, 2017) ve iyonize radyasyon (Sharma ve ark., 2018), ndérobiyolojik
mekanizmaya yonelik oksidatif stres yoluyla PH riskini arttirabilecek ¢evresel faktorlerdendir

(Betlazar ve ark., 2016).

Hiicrelerde bazi stres faktorleri nedeni ile oksidan-antioksidan denge bozulmakta ve serbest
radikallerin artis1 ile oksidatif stres meydana gelmektedir. Iyonize radyasyon oksidatif stresi
tetikleyerek nérodejeneratif bozukluklar ile birlikte PH’ye neden olabilmektedir (Wang ve ark.,
2013; Betlazar ve ark., 2016). Mevcut tez ¢alismasi, diisiik doz iyonize radyasyon uygulanan
gelismekte olan zebra baligi embriyolarinda PH’de belirte¢ olan mitokondriyal hasar ile iliskili
genlerin ifadelerini aktive ederek MPTP gibi davranabilecegini gosteren ilk arastirma olma

ozelligindedir.

Zebra baliklarindan dopamin sentezi hiz sinirlayici enzimi olan tirozin hidroksilaz (TH)
olusumunda gorev alan dopaminerjik noronlar doéllenmeden sonraki 20. saatlerde tespit
edilebilmektedir. Bu da dopaminerjik sistemin zebra baligi embriyolarinda hizla gelistiginin
kanit1 niteligindedir (Guo ve ark., 1999). Mevcut tez ¢calismasinda zebra balig1 embriyolarina
MPTP ve diisiik doz iyonize radyasyon maruziyeti diensefalonda dopaminerjik néronlarin ilk
tespit edildigi 24. hpfde baslamistir. Yapilan arastirmalarda deneylere baslangic veya

sonlandirmadaki zaman farkliliklarinin bulgularda degisiklige neden olabilmektedir.

Lam ve ark. (2005) zebra balig1 embriyolarinda MPTP maruziyetinin etkilerini arastirmistir.
100 uM, 400 uM, 800 uM, 1.2 mM ve 1.6 mM MPTP 24 hpf’de uygulanmis; 48 ve 72. saatlerde
gelisimleri izlenmistir. Embriyolarda gozlemlenebilir morfolojik anomaliler olmaksizin
maksimum dopaminerjik ndron kaybina neden olan en uygun MPTP dozu daha ileri analizler
icin 800 uM olarak sec¢ilmistir (Lam ve ark., 2005). Bu tez ¢alismasinda da zebra baligi
embriyolarina 800 uM MPTP uygulanmistir. Farkli dozlarda MPTP maruziyetinde molekiiler
diizeyde meydana gelen degisikliklerin bu tez ¢alismasinin bulgularindan farklilik

gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Literatiirde analog veya dijital goriintiileme yontemleri kullanilarak farkli ekspoziir siirelerinde

caligmalar mevcuttur. Mevcut tez calismasinda Onceki c¢alismalar da g6z Oniinde
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bulundurularak fakiiltemizde periapikal goriintiilemede siklikla kullanilan 0,08 saniye 1s1nlama
stiresi temsili ekspoziir siiresi olarak secilmistir (Aps ve Scott, 2014; Kollayan ve ark., 2024).
Farkli dozlardaki x 1smlartyla molekiiler diizeyde meydana gelen degisikliklerin bu tez

caligmasinin bulgularindan farklilik gosterebilecegi de gdz dniine alinmalidir.
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7.

SONUC

Diisiik doz iyonize radyasyon ve MPTP maruziyetinde oksidatif stres parametrelerinde
(LPO, NO) artis izlenmistir. MPTP maruziyetinden once uygulanan diisiik doz iyonize
radyasyon bu artis1 siddetlendirmistir.

Diisiik doz iyonize radyasyon ve MPTP norotoksin maruziyetinde zebra baligi
embriyolarinda oksidan-antioksidan sistem dengesinde bozulmalar meydana gelmistir.
MPTP maruziyetinden 6nce uygulanan diisiik doz iyonize radyasyon ise antioksidan
sistem enzim bazinda farkliliklara neden olmustur.

Diisiik doz iyonize radyasyon ve MPTP noérotoksinin zebra baligi embriyolarinda
oksidan-antioksidan sistem {iizerinde meydana getirdigi degisiklikler goéz Oniine
alindiginda MPTP nérotoksinin diisiik doz iyonize radyasyona gore daha yiiksek stres
faktori olusturdugu tespit edilmistir.

OSL dozimetre dl¢limiinde 0,08 saniye 1s1nlama siiresinde absorbe edilen viicut dozu
7,17 mSv olarak belirlenmistir.

Zebra balig1 embriyolarinda lokomotor aktivite degerlendirmesinde diisiik doz iyonize
radyasyon ve MPTP norotoksin maruziyeti sonucunda kesif oranlar1 ve katedilen
mesafenin istatiksel olarak azaldig1 saptanmustir.

Diisiik doz iyonize radyasyon ve MPTP norotoksin maruziyetinde zebra baligi
embriyolarinda mitokondriyel hasar parametresi olan Parkinson hastali1 belirte¢ gen
ifadelerinde (pinkl, parkin, dj1 ve lrrk2) artig izlenmistir.

Mevcut tez caligmasi sonuglar1 diisiik doz iyonize radyasyon ve MPTP norotoksin
maruziyetinde zebra balig1 embriyolarinda biyokimyasal diizeyde ve gen ifadelerinde
kiyaslanabilir degisiklikler meydana geldigini gostermistir. Bu da diisiik doz iyonize
radyasyonun MPTP ndrotoksini gibi mitokondriyal hasar1 destekleyebilecek

faktorlerden biri olabilecegini gostermektedir.

. Aragtirma bulgular1 zebra baligi embriyolarinda diisiik doz iyonize radyasyon ve

MPTP’nin biyokimyasal diizeyde ve gen ekspresyonlarinda meydana getirdigi
degisiklikler sonucunda potansiyel teratojenik etkilerinin oldugunu gdstermistir.

Mevcut tez ¢alismasi, diisiilk doz iyonize radyasyon uygulanan gelismekte olan zebra
baligi embriyolarinda Parkinson hastalifinda belirte¢ olan mitokondriyal hasar ile
iligkili genlerin ifadelerini aktive ederek MPTP gibi davranabilecegini gdsteren ilk

arastirma olma 6zelligindedir.
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