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1. GIRIS

Akciger kanserinin gtriithme sikhgi her yil hizla artig gostermektedir
Etyolojisinde sigara kullamimimin énemli bir faktdr oldugu hastaligin tedavisinde
asil hedeflenen erken tam ile tlimoriin cerrahi olarak c¢ikarilmasi ve %100 sag
kalim saglanmasidir. Fakat c¢ok az sayidaki akciger kanseri (%20-25) tan:
konuldugu dénemde cerrahi olarak g¢ikarilmaya uygun eviede bulunur Cerrahi
olarak g¢ikarilamayan hastalarda medikal ve radyasyon tedavisi neoadjuvan veya
adjuvan olarak akciger kanserinin tedavisinde kullamilmaktadir.

Radyasyon tedavisinin amaci; uygulanmasi planlanan radyasyon dozunun
cevre dokulara en az diizeyde zarar vererek hedef alman tiimor dokusuna
vetilebilmesidir  Ozellikle bu durum kiiratif amacli uygulanan radyoterapi
dozlarinda miimkin olmamaktadir ve istenilmeden de olsa g¢evre saglikh
dokularda hasar meydana gelmektedir (1)

Radyasyon tedavisinin uygulanmasina bagli olarak hizli bir yasam siklusu
olan hematopoetik sistem Thiicreleri de tedaviden kisa bir stire sonra
etkilenmektedirler.  Ozellikle 15kosit ve trombosit sayilarmda azalma
gbzlenmektedir (2). Lokositler vucudun savunma sisteminde oldukea dnemli role
sahiptitler. Notrofiller enfeksiydz etkenlere kars: ilk yamiti verirler (3). Bu nedenle
radyoterapinin nétrofillerin fonksiyonlarim nasil etkiledigi klinik uygulamalar da
oldukga énem tagimaktadir. Radyasyon uygulanmasina bagli olarak nétrofillerde
oksidan durumun arttig1 ve antioksidan kapasitenin azaldigin gosteren ¢ok sayida
calisma bulunmaktadut (4) Ozellikle hiicre igi ROS miktarinin  arttig
belirtilmektedir (5) Son villarda yapilan deneysel galigmalarda ROS olusumunun
nedenleri arasinda NADPH oksidaz sisteminin aktivasyonu ve radyoterapi sonucu
olusan apoptozis ve buna bagh olarak meydana gelen nétrofil aktivasyonu
sorumlu tutulmaktadir (6)

Biz bu c¢alismamizda; Akciger kanserli hastalarda radyoterapi
uygulanmasmin notofillerde oksidatif patlama tizerine etkilerini inceledik Bu
amacla radyoterapi uygulamasinin 6ncesi, planfanan tedavi dozunun yarisinin
alindign dénem ve radyoterapi uygulamasinin tamamlandify dénem olmak tizere
ic defa periferal kan oineklerinden elde edilen nétrofilde NADPH oksidaz

aktivitesini Olgtiik. Ayrica radyoterapi tedavisi sonunda hastalarin I6kositlerinde




apoptozis gelisimi degerlendirildi. Radyoterapinin nétrofillerde neden oldugu
oksidatif stressin NADPH oksidaz enzim sisteminin aktivasyonu ile ilgili midir?
Apoptozisin bu duruma katkist ne kadar olmaktadur? geklinde sorulan
sorguladifimiz ¢alismamizin sonucunda buldugumuz yamtlarin yapilacak olan

ileri ¢aligmalar i¢in bir basamak olacagmi ditstinmekteyiz.
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2.  GENEL BILGILER
2.1. Akciger Kanseri

2.1.1. Akciger Kanserinde Epidemiyoloji

Akciger kanseri erkeklerde prostat kanserinden, kadinlarda meme
kanserinden sonra en sik goriilen kanser tipidir. Ayrica akeifer kanseri hem
erkeklerde (%32), hem de kadinlarda (%25) en sik dliime neden olan kanser
tipidir. 1997 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde 96 000 erkek, 79 800 kadin
olmak {izere toplam 176 100 yeni akcifer kanseri olgusu saptanmistu Bu
hastalarinda %85°1 hastaliklar1 nedeniyle hayatlarint kaybetmislerdir (7)

Amerika Birlesik Devletleri'nde akciger kanseri i¢in erkek/kadin orami
1950 yilinda 6/1 iken, 1991 yilinda 3/1, 1995 yilinda ise 1.5/1 degerine kadar
azalmigtir Johnson (8) 15 yillik bir siweg igerisinde 2580 akciger kanserli olgu
iizerinde ¢alisma yapmustir. Ilk bes yil igerisinde elde edilen sonuglaia gore farkl
tiplerdeki akcifer kanseri olgularimin insidansi ; yassi hiicreli karsinoma (%43.1),
biiytik hiicreli differansiye olmayan karsinoma (%22.5), adenokarsinoma
(%18.6), kiicik hiicreli differansiye olmayan karsinoma (%11.6), bronkoalveolar
karsinoma (%3 5) diizeylerinde saptamrken, 2. ve 3. bes yillik stireglerde yassi
hiicreli karsinoma en sik goriilen tip olma ¢zelligini korumasina ragmen insidansi
%35.7e gerilemigtir. Bununla birlikte adenokarsinoma %322 ile en sik goriilen
ikinci akciger kanser tipi olmugtur Aynica adenokarsinoma kadinlarda en sik
goriilen primer akcifer karsinomu olarak tammlanmiste (8)  Galieti ve
arkadaslar: (9) Italya’da 3398 akciger kanser olgusu tizetinde ¢alismislar ve
benzer bulgulara ulagsmislardir. Her iki cinsiyette de olgularin en sik goriildiigi
yag araligi 35-75 yas iken, pik insidans1 da 55-65 vaslar1 arasindadir.

1964 yilindan giintimiize kadar yapilan birgok aragtuma sigara ile akciger
kanseri arasindaki iliskiyi gostermektedir (10) . Doll ve Hill (11) 40 000 ingiliz
doktoru tizerinde yaptiklar: calismada 36 akciger kanseri olgusunun 25°nin sigara
ile ilgisinin oldugunu bulmuslardir. Sigara igenlerde kanser gériilme riski
icmeyenlere gore 20 kat daha fazladir Hammond ve Hoin (12) glinde 10-20 adet
sigara igen her 100 000 kisinin 54.3’iinde akcier kanseri nedeniyle o6lim

gerceklestigini gostermisglerdir Bu oran giinde 40 adet sigaradan daha fazla




igenlerde her 100 000 kiside 217.3°e kadar ¢ikmaktadir. Bu epidemiyolojik
calismalara ek olarak deneysel caligmalarda bu iliskiyi dogrulamaktadir (13).
Ehdl‘istl'iriyel bolgelerde buhunan asbest, nikel, krom, arsenik, kémiir tozu,
radyoaktif materyallerinde akcifer kanserine neden oldugu bilinmektedir. Hava
kirliliginin kanser gelisme riskindeki rolil tartismahidir. Bununla birlikte yogun
gevre kirliliginin bulundugu kentlerde kirsal kesimleirde yasayan kisilere gore
akciger kanseri gelisim riski 1.26-2.33 kat daha fazladir Genetik faktorlerinde
akciger kanserine neden oldugu hakkinda son yillarda yapilan g¢aligmalar ile

belirtilmektedir (1).
2.1.2. Akciger Kanserlerinde Klinik Bulgular

Akcifer kanseri en sinsi seyir gdsteren kanserler arasindadir. Hastaligin
semptom ve bulgulann timérin lokal biiylimesi, komsu yapilara ivazyonu,
bolgesel bilyiime, uzak organ metastazi (hematojen yayihim) veya timorin
sekonder etkilerinden kaynaklanir (paraneoplastik sendromlar).

Okstiriik olgularin %75%inde baslica semptomdur %40 olguda oksiiriik
cok ciddi boyutlarda rahatsiz edicidir. Hemoptezi olgularin %57’sinde bulunur ve
%4 olguda ilk semptomdur Yaklasik %40 olguda gorillen diger semptomlar
arasinda dispne ve plevra, gbgiis duvari, mediastinal yapilarin invazyonu sonucu
ortaya ¢ikan gogiis agns sayilabilir. Kilo kayb, halsizlik, yorgunluk ve igtahsizlik
gibi nonspesifik semptomlar olgularin %10-15’inde g6riiltt En az gdrilen
semptom (%]1-3) ise ates ile bitlikte seyreden solunum yolu enfeksiyonudur

Intratorasik yapilanin tiimér tarafindan invazyonu spesifik semptomlara yol
torasik sinirlerin invazyonu ile birlikte Pancoast veya Slperior Sulcus Timor
Sendromu adi verilen, ulnar sinir trasesi boyunca yayilan omuzdan baslayarak
kola dogru uzamm gosteren agn ile karakterizedir. Sempatik sinirlerin invazyonu
ile enoftalmus, p’ggzis, myozis ve ipsilateral terleme kayb ile kataktexize Horner
sendromuna neden olur Recurrent larengial lenf bezlerinin tutulumu Nervus
Larengeus Recurrentis’in paralizisine ve horlamaya yol agabilir. Larengial sinirin
sol taraftaki intratorasik uzanimi daha fazla oldugu i¢in bu semptom daha ¢ok sol

akciger timoilerinde goriilir. Nervus phrenicus™un tutulumu hemidiafragmatik




paralizive ve nefes darligina yol acar Disfaji timéitin  Gzefagus iizerine
uyguladigr mekanik kompresyonun bir sonucudur. Sag akcigere lokalize primer
tiimorler veya saf mediastinal lenf noduna metastaz Stiperior Vena Cava
Sendromu’na yol agar Ust loblardaki biiyiik tiimérler masif iist mediastinal
lenfadenopati ile birlikte torasik giris obstriiksivonuna ve ciddi solunum
yvetmezligine neden olur. Perikardium ve kalbin tiimér ile invazyonu perikard
tamponand1 ve konjestif kalp yetmezliginin gelisimine yol agar. Ayrica akciger

kanserli hastalarin %2’sinde Paraneoplastik Sendrom ‘lara ait bulgular gézlenir

(1

2.1.3. Akciger Kanserlerinde Patolojik Smiflama

Patolojik olarak akciger kanserlerinde 4 ana grup bilinmektedir Skuaméz
hicreli karsinom, adenokarsinom, biiyiik hiicreli karsinom ve kiiglik hiicreli
karsinom. Hiicre tipi hem tedavi hem de prognoz ile ¢ok ilgilidir. Kiigiik hitereli
karsinomlar diger gruplar ile kargilagtmldiinda belirgin - olarak  farkh
davrandiklan i¢in, klinisyenler akcifer kanserlerimi kiigiik hiicreli ve kugtk
hiicreli olmayan akciger kanserleri olarak iki grupta simiflamaktaditlar. Diinya
Saglhk Orgiitii tarafindan yapilan akcigerin malign epitelyal hiicreli timorlerinin

siniflamasi lablo [’de gériilmektedir (14)

#




Tablo 2.1 : Akciger kanserinde histolojik siniflama (Diinya Saglik Orgiitii) ( 14)

IT.

1L

Iv.

V1.
VIL

VIII.

IX.

Epidermoid karsinom (Skuamz hiicreli)

-lyi differansiye

-Orta derecede differansiye
-Az derecede differansiye
Kiiciik hiicreli karsinom
-Yulaf hiicreli
-Intermedier tip

-Miks tip
Adenokarsinom

-Asiner tip

-Papiller tip
-Bronsioalveoler tip
-Miisinli solid karsinom
Biiyiik hiicreli karsinom
-Dev hticreh (Giant Cell)
-Bertak hiicreli

Miks tiimdorler
Karsinoid tiimorler
Brosial bez karsinomlan
-Adenoid kistik
-Mukoepidermoid
Mezoteliomalar
-Lokalize

-Diffiiz

Digerleri




2.1.4. Akciger Kanserlerinde Tam Yontemleri

Akciger kanserlerinde tam ve evreleme amac:t ile yapilabilecek birgok
girisimli (invaziv) ve girisimsiz (noninvaziv) tani yéntemi vardu. Bunlar i¢inde
radyolojik tetkikler noninvaziv oluslan ve etkinliklert yéntinden ilk tercih edilen

yéntemlerdir

1. Girisimsiz Tan1 Yontemleri

- Radyolojik : Akciger kanserlerinde radyolojik incelemeler ( PA
Akciger grafisi, bilgisayatli tomografi vs.) Gi¢ amagla yapilir Bunlar
kanser tamsi, evreleme ve tedaviye yaniti degerlendirmedir (15,16)

- Balgam Sitolojisi: Akciger kanserinin malign hiicreleri brong
sekresyonlarina karnisarak digan atilirlar. Akciger kanseri oldugu sliphe
edilen hastalardan sabah balgammm en az ii¢ gtin st iiste
bekletilmeksizin sitolojik incelemesi yapiimalidir Tanisal duyarlilig:
ortalama %62.5-75 olarak belirtilmektedir (17)

-  Tiimér Markirlarr: Noron spesifik enolaz kiiglik hiicreli akciger
kanserli hastalarda hem serumda, hem de plevra sivisinda  yiikselir.
Karsino embriojenik antijen karaciferden metastaz gelisimi ile
korelasyon gosterir.

- Genetik Calismalar: Son yilarda dzellikle kiictik hiicreli akciger
kansetlerinde 3 kromozonun kisa kolunda 3p (14-23) eksikliginin
saptanmasi , Jetinoblastoma geninin (RbmRNA) daha sik rastlanmas:

akciger kanseili olgularda genetik incelemeye olan eZilimi arttirmugter.

2. Girigimli Tam Yéntemleri

- Bronkoskopi: Akciger kanserli veya kanser stiphesi bulunan bir
hastada doku tanisi, evieleme ve tedaviyi degerlendirmede rijid veya
fleksib] bronkoskopik incelemeler en yararli tetkiklerdir. Bu tetkiklerde
brons lavaj stvisi, mukoza veya tiimoral dokudan biyopsi ve post
bronkoskopik balgam elde edilir Ayzica bronkoskopik incelemelerde
operabilite tayini yapilabilir. Calismalarda bronkoskopi ile timér

goriilliyor ise; rijid bronkoskopi biyopsileri ile %86.5, fiberoptik
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bronkoskopi biyopsileri ile %86-96 oramnda tan: konulabilmektedir
(18).

Torasentez ve Torakoskopi: Plorezi varhiginda timérimn plevral
metastaz: yoniinden veya kesin tamida sitoloji ve bivopsinin yetersiz
kaldigi durumlarda torakoskopi veya VATS yapilmalidir -
Mediastinoskopi, Mediastinotomi: Akciger kanserli  hastalarda
operasyon diisiiniiliyor ve bilgisayarh tomografide mediasten patolojik
olarak  pozitif ise rutin  mediastinoskopi  uygulanmalidir
Mediastinoskopt de mediastinal yapilar tiimor ile invaze ise;
rezeksiyon olanaksizdir. Bu yaklasimla gereksiz torakotomi orami
distirtilebilit (19)

Transtorasik Ince igne Aspirasyon Biopsisi: Bu yontem etkili ve
gtivenilir olup (%91), bronkoskopinin genellikle negatif kaldigi, ¢ok
periferik yerlesim gésteren akciger lezyonlan, selim soliter kitleler ve
pancoast tiimérlerinde balgam sitolojisinden sonra segilecek ilk tani
metodu olarak kullanilabilir (20).

Torakotomi: Tiim tamsal tetkikler sonrasi kesin tani yapilamayan,
timor stiphesi veya histolojik tip degerlendirilmesi gereken hastalarda

tanisal amagli eksploratris torakotomi yaptlabilmektedit.

2.1.5. Akciger Kanserlerinde Evrelendirme

Akciger tanist konulduktan sonia hastalanin prognoziar hakkinda saglikli

bir yaklasimda bulunmak, en etkili tedavi yéntemini belirleyebilmek ve alinan

tedavi sonuglarinin bilimsel degerlendirmesinin yapilabilmesi amaci ile hastalifin

evrelendirilmesi gereklidir. Bu neden ile Uluslararast Kanser Miicadele Bitlidi ve

Amerikan Kanser Birligi tarafindan 1986 yilinda yemi bir evieleme sistemi

gergeklestirilmistir (Tablo 2-3) (14)




Tablo 2.2 : Akciger Kanserlerinde Uluslararas: TNM Snuflamas: (14).

Primer Tiimér Biiyiikliagii (T)

Ty:Radyolojik  ve  bronkoskopik  olarak  saptanamayan, fakat
bronkopulmoner sekiesyonlarda malign hilcre bulunmas:.

Ty: Primer timér saptanmamasi.

T\t Insitu karsinom.

T;: En biiylk capr 3 cm veya daha az olan ve ¢evresindeki akciger ve
visseral plevraya yayimus tiimér, bronkoskopik olarak lob bronglarinmn
proksimaline erigmeyen timor

T: 3 ecm’ den bityuk tiimér, herhangi biiyiiklikteki bir tiimor fakat visseral
pleviaya yayillmus veya hiler bolgede genisleyerek atelektazi ve obstriiktif
pnémoniye neden olmus, bronkoskopik tetkikte lob brongu icinde ve
karinadan en az 2 cm daha uzakta olan timér.

T3: Herhangi btiyiiklikteki timor, direkt genisleme ile gdgiis duvari,
diafragma, mediastinal plevra, perikard: tutmug fakat kalp,biiyilk damarlar,
trakea, Ozefagus, vertebraya bronkoskopide karinaya 2 cm mesafede ana
brons i¢cinde, fakat karinaya yayilmamts

T4 Herhangi buyiklitkteki ttim6ér, mediasten, kalp, biiyik damarlar,
trakea, ozefagus, vertebraya yayimig, malign plevra sivist saptanmusg,

bronkoskopik olarak karina genislemis.

Lenf Bezi Tutulumu (N)

Ny: Bolgesel lenf bezi metastaz yok

Nj: Peribionsial veya aym taraf hiler lenf bezlerinde metastaz veya direkt
yayilim mevcut

N2: Ayni taraf mediastinal veya tiakeal, karina altindaki lent bezlerinde
metastaz mevgyt

Nj;: Karsr taraf' hiler veya mediastinal lenf bezlerinde metastaz saptanmis,
aymi veya karst taraf skalen veya supraklavikuler lenf bezlerinde metastaz

mevcut

SR .-~ -




Uzak Metastaz (M)
Mj: Uzak metastaz yok

M;y: Uzak metaztaz mevecut

Tablo 2.3 : Akciger Kanserinde Evrelendiime (14).

Evre0: T.NoMg , T:eNeMp

Evre 1: I1NogMy , TaNgMg

Evre 2: 1N My, T.Ni1My

Evre 3A: TsNgMy , TsNiM,y, T13N:M,
Evre 3B: T.aN3My , TaNpaMg
EvrelV: T;.4NgsM;

2.1.6. Akciger Kanserlerinde Tedavi

_ Akciger kanserlerinde en biiyllk problem erken tani problemidir.
Asemptomatik dénemde teshis edilmis hastalarin tedavileri hem kolay, hem de 5
yillik yasam sanslan %60’larm tzerinde bulunmaktadir. Akciger kanserlerinde
tedavi yontemi kansermn histolojik tipi, evresi ve hastalarin genel durumuna gore

bicimlendirilmektedir

1. Akciger Kanserlerinde Cerrahi Tedavi

Akciger kanserlerinin ¢ok az bir kismu tami konuldugu donemde operabl
(%20-25) olup, bityiik kismi inoperabl’ dir Cerrahi tedavi erken donem akciger
kanserlerinde ve opere edilebilir hastalarda esas tedavi yontemidir Ayrica cerrahi
tedavi tanisal veya paiyaﬁf‘ amaclarla da uygulanabilir. Cerrahi tedavi ile timor
hacmi azaltilarak radyc;;;etapi ve kemoterapinin etkinligi arttirzlabilir,

Cerrahi tedavide basari hastalarn iyi secilmesine, evrelendirmenin iyi
yapilmasina bagli olup, ayrica hastalarm fizyolojik durumlari, performanslari,

solunumsal ve kardiyak fonksiyonlarinin degerlendizilmesi de onemlidiz. Cerrahi
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tedavi, tlimoriin histolojik tipi ve evresi gz Ontine alindifinda kiigitk hticreli
olmayan akciger kanserlerinde I, IT ve IIIA evrelerinde, kiiclik hiicreli akciger
kansetlerinde ise; evre I’ de onerilmektedir. Cerrahi rezeksiyon sinin i¢in kesin
karar torakotomi esnasinda verilir ve tiimdr yayilimina gore belitlenir. Rezeksiyon
sinirinda tlimor dokusunun bulunmamalidir. Ayrica en distal lenf bezlerinde

tiimor ve kapstil invazyonu olmamalidir.

2. Akciger Kanserlerinde Medikal Tedavi

Akciger kanserlerinde medikal tedavi sitostatik ilaglardan olusan tedavi
uygulamasidur. Ozellikle kiigiik hifcreli akciger kansetlerinde oncelik tasimasma
ragmen; kii¢iik hiicreli olmayan ileti evredeki hastalarda da uygulanabilmektedir.
Kemoterapi akciger kanserlerinde neoadjuvant (primer tedaviden Once) veya
adjuvant (primer tedaviden sonra) olarak verilebilir (A33). Kemoterapiler
kombine ilag tedavileri ile yapilmaktadir. Kemoterapinin etkileri radyoterapi ile es
zamani: verilerek arttirilabilir. Kemoterapi uygulamak igin hastalaim performans
durumian Karnofsky’ e gore %60 ve daha fazla olmahdu Iki kiir kemoterapi
sonunda tiiméide kiigiilme olmaz ise tedavi kesilmelidir Kemoterapi 70 yas
ustiinde ve ileri derecede kilo kaybi olan, performans durumu %20-40 olan

hastalarda uygulanmamalidir

3. Akciger Kanserlerinde Radyoterapi Uygulamasi

Akciger kanserlerinde radyoterapinin uygulanmast hiicre tipine gére
degisii. Radyoterapiye en hassas olanlar kiigiik hiicreliler basta olmak tizere
indifferansiye kanserler ve daha somra skuamdéz  hiicreli  kansetlerdir.
Adenokanserlerin radyoterapiye hassasiyeti az, biiytik hiicreli kansetlerin ise ¢ok
azdu Radyoterapi medikal inoperabl yani; evre olatak operasyona uygun olan ,
anormal solunum fonksiyonian, kan gazi bulgular, pulmoner hipertansiyon
varlifl ve yeni myokard infarktiisii gibi solunumsal ve kardiyal; nedenierden
operasyona ahnamay:h hastalarda, rezektabl olan evre I tiimérlerinde, trakea,
karina, ana brong tutulumu olan hastalarda ktiratif olarak uygulanmaktadir.
Radyoterapi ayrica cerrahi sonrasi adjuvan olarak, insizyon vyerinde timor

niikstinii ortadan kaldirmada, cerrahi sinirda tiimér tespit edilenlerde, mediastinal




pozitif lenf adenopati varliginda, evie 1, IIIA ve IIIB* de lokal kontrolii
arttirmada, palyatif olarak evre IV’ te, pancoast titmorlerinde, vena cava superior
sendromu, dispne, ses kistkligr, yutma gugliigti, hemoptezi, atelektazi gibi
timortin  bast  bulgularinda beyin, kemik ve supraklavikular lenf bezi

metastazlarinda uygulanmaktadir (1).

2.1.7. Akciger Kanserinde Radyoterapi Uygulamasma Bagh Olarak Gelisen
Yan Etkiler
Radyoterapiye bagli olarak ortaya ¢ikan yan etkiler akut ve ge¢ olmak

tizere 1ki grupta incelenir.

1) AKut Sekeller

Akut toksisite dzefajit, ksiiiik, cilt reaksiyonlari ve yorgunjugu icerir. Bu
belirtiler tedavi uygulamasi sirasinda veya tedavinin tamamlanmasindan sonrakz 1
ay igerisinde goriilinler. Akut radyasyon ozefajiti radyoterapinin 3 haftasinda
ortaya ¢ikar 30 Gy’lik radyoterapi bu etkinin ortaya g¢ikmasi i¢cin yeterlidir.
Koimbine radyoterapi ve kemoterapi uygulamas: dzefagial hasan antaml sekilde
arttirir. Johnson ve arkadaglar kombine radyo ve kemoterapi (3-4 hafta boyunca
30-40 Gy radyoterapi ve doksorubisin-vinkristin-siklofosfamid igeren kemoterapi
uygulanan hastalarda) alan 21 hastamin 13’inde 6zefajit ve 3’ilinde Ozefagial
sitriiktiir tespit etmislerdir.

Oksiirilkk; bronsial mukoza irritasyonuna sekonder olarak ortaya gikar,
Okstiriik oldukea sik olusur fakat ciddi bir sorun olusturmaz Tedavisinde kodeinli
veya kodelnsiz antitiissifler kullanilir.

Radyoterapi uygulamasinin neden oldugu cilt reaksiyonlar1 oldukga hafif

veya orta detecededir. Topikal nemlendiricili kremler kullamlarak tedavi edilit

(H

2) Geg Sekeller;,

Geg sekeller arasinda pnémoni, pulmoner fibrozis, ézefagial sitriiktiir,
kardivak sekeller (perikardiyal efiizyon, kostriiktif perikardit, kardiyomyopati,
spinal kord myelopatisi ve brakial pleksopati sayilabilir Radyasyon pnémonisinin

goriilme egigi 20-25 Gy’dir. Radyasyon pndémonisinin insidansi ve ciddiyeti total




doza, fraksinasyona ve irradiye edilen akciger volimiine baglidir. 20 Gy’den fazla
radyasyon alan total akcifer volimi %Z25°ten az ise; tedavi gerektirecek
semptomatik komplikasvon insidansi %8°dir Ancak voliim %37'den fazla olur
ise insidans %39 olur. %25 ve %27°lik volimler i¢in insidans orta derecededir.
Azalan puimoner kan akimi ventilasyon-petfiizyon sintigrafisi ile gosterilebilir.
Radyoterapi alan hastalarda vapilan pulmoner fonksiyon testleri azalmig
kompliyans, diffiizyon kapasitesi ve akcier voliimiinii gosterir. Akut radyasyon
phomonisi igin uygulanan tedavi kesin vyatak istirahati, bronkodilatéiler ve
kortikosteroidlerden olusur. Ciddi olgulara pozitif basingli oksijen uygulamasi
yapilabilir.

Uzun stire sonra ortaya ¢ikan stendz, iilserasyon ve fistiil formasyonu gibi
Ozefagial yan etkiler olduk¢a ender goriiliv %35 oraminda 6zefagial hasar
olusturabilecek radyasyon dozu 30 fraksiyonda 63 Gy’dir. Eger uygulana
radyoterapi dozu 30 fraksiyonda 66,5 Gy olur ise; 6zefagial hasar insidanst %50
olur Aymi zamanda hastalara es zamanh kemoterapi uygulaniyor ise bu hasar
oraninda daha fazla artma olur

Akciger kanserinde radyoterapi uygulamasmin neden oldugu kardiyak
hasar oldukga nadirdir. En sik gorillen kardiyak problem radyasyon perikarditidir.
Perikardite neden olan faktorler irradiye edilen kalp voliimii ve radyoterapi
dozudur, Stewart ve Fajordo ortalama 42 81 Gy’lik radyoterapi uygulanmast
sonrasinda kardiyak komplikasyonu %6 6 olarak bulmuslardir  Doksorubisin
kardiyotoksik bir ajan oldugu icin radyoterapi ile kombine uygulandig: hastalarda
dikkat edilmesi gerekir

Kalici spinal kord hasarina neden olan faktérler; verilen total doz, 1rradiye
edilen kord uzunlugu ve fraksinasyon semasidir. Eger spinl kordun 10 c¢cm veya
daha az1 konvansiyonel fraksinasyon ile (2 Gy/giin haftada 5 giin) irzadiye edilirse

toksik etki i¢in esik doz 45 Gy’dir (1)




2.2. Radyoterapi Nedir?

1895 yilinda X 1sinlarinin Roentgen tarafindan bulunmasindan sonra
Radyum 1898 yilinda Curi’ler tarafindan bulundu. Iyonize radyasyonun biyolojik
etkileri tammlanmaya baslandi. 1920°[i yillann baslarinda klinik radyoterapi gok
hizli bir gelisim gosterdi 1922 yilinda Paris’te yapilan Uluslararast Onkoloji
Kongtresi’nde Coutard ilerlemis larinks kanserini radyoterapi ile bagarih olunarak
hethangi bir problem ve kalict sekel ortaya cikmadan tedavi ettiklerini
bildirmesinden sonra klinik radyasyon tedavisi medikal bir disiplin olarak
tammlanmaya baglandt 1934 wvilinda Coutard ¢agdag radvasyon tedavisinin

temelini olugturan fraksinasyon semasi gelistirdi (21)

2.2.1. Kanser Tedavisinde Radyasyon Onkolojisi

Radyasyon Onkolojisi kanserli hastalarin iyonize radyasyon ile tedavi
edilmesini amaglayan klinik bir disiplindir Tedavi siireci igerisinde radyoterapt
tek bagina kullamlabilecegi gibi diger tedavi metotlan ile beraber kullanilabilir
Radyasyon tedavisinin amaci; uygulanmasi planlanan radyasyon dozunun ¢evie
dokulara en az diizeyde zarar vererek hedef alman timér dokusuna
verilebilmesidir. Radyoterapinin tedavi edici etkisinin yami sira hastalia ait
semptomlann miimkiin oldufunca azaltmayr amaglayan bir kullanim alam da
bulunmaktadir. Agri palyasyonu, organlarin Iiimenlerinin acik tutulmasi, iskelet

sorunlarmin giderilmesi bu palyasyon etkileri arasinda sayilabilir (1).

2.2.2. Radyasyon Tedavisinin Icerigi

Radyasyonun klinik kullammi kompleks bir olaydir Bu nedenle bir ¢ok
meslek grubu (radyasyon onkologu, dozimetiis, fizik miihendisi vs) ile iliski
icinde olmast gerekmektedir Radyasyon tedavisinin amaci iki bashk altinda
toplanabilir.

o,

1) Kiiratif Am‘ilgl:: Buradaki amag; hastalifin éngoriilen yasam sansi ¢ok
diistik bile olsa yeterli tedaviyi vererek hastaligi iyilestirmek ve uzun
siireli bir sag kalim saglamaktn (Oregin; T4 eviesindeki bag boyun

veya akciger kanseri gibi),




2) Palyasyon Amagcli: Buradaki amag; hastanin uzun siire yasamast igin
herhangi bir umut bulunmaz ancak hastalia ait semptomlar hastanin
vasantisimn kalitesini digirmekte ise; hastanmn kalan yasam siiresini
miimkiin olan en az semptomla ge¢iimesini saglayarak hastanin yagam

kalitesini arttirmaktir.

Kiiratif tedavi uygulamalarn esnasinda bazi yan etkiler ile karsilasiimasi
kacimlmazdun. Fakat palyasyon amacl uygulamalarda hicbir iyatrojenik
durumun gelismemesi hedeflenmektedit Ancak bazi durumlarda primer tiimor
palyasyonu uygulamalar esnasinda; tiimdriin geligimini kontrol altina alarak
semptomlarn ortadan kaldirmak amaciyla kiiratif dozun %75-80°1 kadar yiksek
dozlara ulagabilmektedir Bu nedenle de palyasyon amagh dahi olsa
istenilmeyen van etkiler goritlebilmektedir  Kiiratif amag¢h  tedavi
uygulamalaninda ki en &nemii durum; hedeflenen timér kitlesini ¢evreleyen
saglikli dokulara en az zarar vermektir (1).

Radyoterapi uygulamas: planlanuken asagidaki basamaklarn takip

edilmesi gerekmektedir

1) Miimkiin olan her metot (radyografik, radyoizotop vs) kullamlarak
timortn evrelendirimesi

2) Hastaliin patolojik karakterleri (potansiyel yayilim bolgeleri vs) ile
ilgili bilgi sahibi olunmasi

3) Amaglanan tedavinin tanimlanmasi (kiizatif veya palyasyon amagh)

4) Amaglanan tedavi metodunun tanimlanmasi (tek basina radyoterapi
uygulamasi veya cerrahi ve kemoterapi ile kombine edilmesti).

5) Optimal radyasyon dozunun ve tedavisi planlanan timdr hacminin
tanimlanmasi Bu tammlama tiimériin anatomik yerlegimine, histolojik
tipine, eviesine, potansiyel ¢evresel lenf bezi tutulumuna, diger
karakteristik timor 6zelliklerine ve tiimériin bulundugu anatomik
boélgenin doku yapisina baghdu.

6) Hastanin genel durumunun, tedaviye olan toleransinin, tlimoriin

tedaviye yantinin ve ¢eviesel normal dokunun gézden gegirilmesi.
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2.2.3. Radyobiyolojinin Molekiiler ve Hiicresel Yinleri
1. DNA hasari ve hiicre oliimii

Radyasyonun hiicielere nasil zarar verdigi tam olarak bilinmemektedir.
Kemik iligi gibi mitotik agidan gok aktif olan organlarn radyasyona duyarli
olmalar1 radyasyonun etkilerinin DNA iizerinde oldukca etkili oldugunu
gostermektedir. Radyasyona maruz kalma sonucunda ortaya ¢ikan genetik
bozukluklar nitkleer hasar1 gdsteren caligmalar ile belirtilmektedir. Radyasyonun
olusturdugu DNA hasarinin radyasyonun neden oldugu hiicre 6liimiintin primer
basamag: oldugu kabul edilmektedir. Cift sarmalli DNA kiriklari, mikronukleus
olusumu ve kromozom bozukluklarinin beraber hiicre 6liimiine yol agtif
gosterilmistir. Bununla birlikte DNA disindaki hiicresel komponentler de iyonize
radyasyon tarafindan hasara ugrar ve hiicresel yanitlarin ortaya ¢ikmasina veya
hiicre zary, mikrotiibiil gibi komponentlere zarar verildiginde sitotoksisiteye neden
olur.

X 1ginlan hiicreyi olusturan molekiillerden elektronlarin yayibmasina neden
olarak uygulandiklart dokuya enerjilerini aktarirlar, Bu molekiiller geneliikle
H,O’diir X 1sinlar: hiicrelerdeki bazi dlimciil etkilerini DNA iizerine direkt etki
gostererek etrafa elektron sagilmasi ile gosterir. Fakat asil hiicre dliimiine neden
olan etkileri indirekt olarak meydana gelir Hiicre igindeki H,O molekiiliiniin
iyonize olmast sonrasinda ortaya gtkan (OH) radikallerinin DNA’ya verdigi hasar
ile indirekt etkiler olusur. (OH) radikalleri yart ¢ap: 100 A% olan bir alanda
etkilerint gosterirler DNA’da meydana gelen hasann bilyilk bir kismi tamir
edilebilmesine ragmen iyonize radyasyonun neden oldugu hiicre &ltimii oiduk¢a
fazladu. Bu yiiksek 6liim oraminmin en 6nemli nedeni DNA’da meydana gelen
oldukga genis hasar bdlgelerinin bulunmasidir. Ureme kapasitesinin en az hasar
gérmest igin en az genetik hasann olusmasi gerekmektedir. Oksijen veya
nitroimidazol gibi elektronlara afinitesi olan molekiillerin varhiginda serbest
radikallerin biyolojik™etkinligi uzayabilir. Bunun tam tersi olarak nukleus veya
dimetilsiilfoksit ve sistein gibi disardan verilebilecek maddelerde bol miktarda

bulunan siilfidiil molekiilleri serbest radikallerin etkinligini azaltir (1,6)
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Radyasyonun neden oldugu kromozom bozukluklann sadece radyasyona
maruz kalan hiicrelerde degil bu hticrelerin yakinlarinda bulunan hiicrelerde de
gozlemlenmistir. Radyasyona maruz kalan hiicreler p53’e bagh olarak invivo ve
invitto ortamlarda tlimoitin biiylimesini inhibe edict molekiiller salgilayabilirler
(22). lyonize 1adyasyonun bystander etkiye neden oldugu diistiniilmektedi
Bystander etki radyasyona maruz kalan hiicrelerin, maruz kalmayvan hiicrelere
sinyal gondermesidit Bir ¢ok reaktif oksijen radikalinin buna neden oldugu
gosterilmis olmasma ragmen bystander etkinin gercek mekanizmast tam olarak
netlik kazanmamstir (23) Radyasyonun bu hedef gozetmeyen etkilerinin
radyasyonun neden oldugu DNA hasari ve malinitelerin radyasyona bagh olusum
mekanizmalarnina agiklik getirebilecegi belirtilmektedir.

Malinitelerden ozellikle; myeloid 18semi radyasyona maruz kalma
sonucunda ortaya ¢rkan en onemli saglik sorunudur Hematopoetik kok hiicre
hasarlarinin maliniteye neden olduklar: deneysel gozlemler sonucunda ortaya
koyulmugtur. Radyasyon uygulanmasindan sonra radyasyona maruz kalmayan
kok hiicrelerin ratlara transplantasyonu sonucunda bile 16semik transformasyonun
gerceklestigi gosterilmigtir. Bu bulgular radyasyon sonrasinda mikeo ¢evrenin
ozelliklerinin ~ bozuldugunu  gostermektedir  Radyasyona maruz  kalan
hematopoetik stroma hiicreleti; mutajenik reaktif oksijen radikalleri, birgok
degisik yapida adezyon molekiilleri ve bilyitme faktoileri salgilarlar Salgilanan
bu maddeler kemik ilifinde radyasyona maruz kalmamis kok hiicrelerin

biiytimesini engeller ve fenotipik karekterlerinin bozulmasina neden olur (24).

2. Apoptozis ve hiicre nekrozn

Radyasyona bagh olarak ortaya cikan hiicrelerin &liimii mitotik hiicre
olumtine bagli olarak ortaya ¢ikabilitler. Burada hiicreler 6lmeden 6nce radyasyon
dozunun biyilikligine bagli olarak bir veya daha fazla mitotik bélinmeye
ugrarlar. Bununla birlikte baz: hiicreler (érnegin; lenfositler, Sper\matogonialar,
titkkriik bezi epitel aﬁuClesi, tiroid hiicreleri, oligodendrositler) olduk¢a az
miktardaki radyasyona maruz kalma sonucunda bile hiicie siklusu Gy/Gy

fazlannda interfaz 6liimiine gidebilir Interfaz ve mitotik 6lime giden hiicreler

apoptozis yolu ile 6ltirler.
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Apoptozis hiicte i¢indeki genetik programin tetiklenmesi sonucunda
ortaya ¢ikan aktif bir &lim olayidir. Radyasyon disindaki bazi ajanlarda
apoptozise neden olabilir. Bunlar arasinda kemoterapik ajanlar, hipertermi,
oksidadif stress, hormonlarin ve biiyiime faktorlerinin kullanimimimn kesilmesi
veya sitotoksik sitokinler (INF ailesinin tiyeleri) bulunur (1). Apoptozis klasik
hiicre 6liim sekli olarak bilinen nekrozisden birgok ¢zelligi agisindan oldukca
farklt olan bir hiicte 6liim mekanizmasidir Biyolojik bilimler literattriinde
apoptozis terimi, jlk defa Iskogyali arastirmacilar olan Kerr, Wyllic ve Currie
tatafindan 1972 yilinda kullanilmis ve canli dokulardaki hiicre azalmalarndan
sorumlu olan, yapisal olarak 6zgiin bir hiicre Sliim tipi olarak tanimlannustir.
Apoptozis veya, daha genel anlamda soylemek gerekirse, hiicre §limil uzun siire
arastirmacilarn ¢ok ilgilenmedikleri bir alan olarak kalnustir. Fakat apoptozisin
gelisim biyolojisinde, normal doku “turnover”inda ve immun sistem hiicrelerinin
sitotoksik fonksiyonlar1 gibi bazi 6nemli fizyolojik siireclerdeki rolii ortaya
ciktikca onemi de hizla artmustir, Ustelik, oto immiin bozukluklann, AIDS’in,
Alzheimer hastalifinin da dahil oldugu bazi major nodrodejeneratif bozukluklanin
ve hatta malignitelerin dahil oldugu daha birgok patolojik durumlarda da rol aldig:
anlagilmgtir

Apoptozis aym zamanda programlannus hiicre §liimii, fizyolojik hiicre
olimil veya hiicre intihart olarak da bilinir. Her hiicre dogar, belli bir stire (hiicre
tipine goére ginlerden yillara kadar defisen bir stire) yasar ve somra Oltir. Bu
durum fizyolojik olarak her saniye yaklasik bir milyon hiictemizin 6lmesiyle bir
émir boyu siirer. Bwadaki o6liim mekanizmas1 apoptozisdir. Apoptozisi
programlanmis hiicre 6limi olarak ifade etmek tizerinde tartiplan bir konu
olmasina ragmen sik¢a kullanilan bir vaklasimdrr Nekrozis fizyolojik bir 6Him
sekli olmamasina ragmen apoptozis hem fizyolojik hem de patolojik sartlar
altinda meydana gelebilir. Apoptozis normal hiicze “turnover™inda rol alan bir
hiicre 8liim sekli oldugundan lenfositletin timusdaki klonal selei{siyonunda ve
inflamatuai Ieaksiy:ﬁ sonzasinda ortamdan uzaklagtiilmasinda, embriyonik
gelisim esnasinda, deride keratinositlerin yiizeye dogru gic edip epidermisin en
iistteki tabakasi olan stratum kormeum’u olugturmalarinda, barsak kriptlerindeki

epitel hiicrelerinin “turnover”inda, menstruasyon esnasinda uterus duvarinda
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gergeklesen epitel doku dokiilmesinde ve gdzde lensin olusumunda gézlenebilir.
Her saniye yaklastk bit  milyon hiicrtemiz  apoptozisle  viicuddan
uzaklastirilmaktadu. Ve yapim (mitozis) ile yikim (apoptozis) arasinda kontrollu
bir denge vardir. Iste bu dengenin apoptozisin lehine veva aleyhine bozulmas:
birgok &nemli hastaliin patogenczine katkida bulunur. Ornegin, apoptozis bazi
viral enfeksiyonlarda (Epstein-Barr, insan papillom viriisii) baskilanabildiginden,
kanser gelisimine katkida bulunabilir. Ayrica, oto-reaktif lenfositlerin ortamdan
apoptozisle uzaklagtinlamamas1 veya ge¢ uzaklastirilmalari sonucu otoimmun
bozukluklar olusabilmektedir. Oysa, Alzheimer hastalifi gibi nérodejeneratif
hastaliklarda veya AIDS’de apoptozisin aktive olmasiyla artmig hiicte kayiplan
(ndron, I lenfositler) gerceklesmektedir

Apoptozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre igine asit sivi
girmesi sonucu hiicre siserken, apopfotik hiicre tam tersine kiigiiliie. Nekrozisde
kromatin patterni hemen hemen normal hiicredeki gériintiive benzerdir ama
apoptotik hiicrenin  kromatini niikleus membraninin ¢eviesinde toplanu ve
kondanse olur. Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinlugiinti kaybeder ve
hiicre iginden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikist gerceklesir. Qysa apoptotik
hticre membran: intaktir ve tizerinde kiigik cepcikler olusur Nekrotik hiicre sonra
lizise ugrar ama apoptotik hiicre kiigtik cisimciklete “apoptotik bodies™ pargalanir.
Apoptotik cisimcikler membranla kaphidn depisen miktarlarda nukleus, veya
diger hiicre ici vyaptlar igerirler Nekrozisde hiicre igerigi dis ortama
saliverildiginden inflamasyon reaksiyonu uyanlu ama apoptozisde apoptotik
hiicte veya cisimcikler komgu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite
edildiklerinden inflamasyon olusmaz. Apoptozisin en o6nemli 6zglin yoni
DNA’nin internukleozomal bolgelerden yaklagik 180-200 baz ¢ifti veya bunun
katlan boyutunda DNA parcalart olusturacak sekilde pargalanmasidir Bu durum
agaroz jel elektroforezinde merdiven goriintisii imajinin “ladder pattern” ortaya
¢ikmasina neden olur Ama bu durum hicre tipine bagl: olarak dégisebilir ya da
sadece vaklasik 50 wfgﬂo bazeifti (kbp) boyutunda bir DNA fragmentasyonu da
gortilebilir. DNA’y1 parcalayan bit Ca/Mg-bagimli endontikleazdir  Ayrica,
DNase [ ve II'de DNA par¢alanmasindan sorumludur. Hangi pargalayict enzimin

rol alacag: hiicre tipine va da uyaramin &zelligine gore degisebilir. Apoptotik
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hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biti normalde plazma membraninin i
yiiziinde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede membranin dis yiiziine dogru
transloke olmasidir “phosphatidylserine franslocation” Bu mekanizma apoptotik

hiicrelerin komsu hticreler ve makiofajlar tarafindan tanmmasim saglar (25).

3. Kanser ve Apoptozis liskisi

Yakin zamana kadar, hiicrelerin mitotik kapasitesinde artma ve
diferansiyasyon bozuklugu (eksikligi} timér gelisiminden sorumlu iki mekanizma
olarak kabul gormiistiiz. Son wvillarda, hiicrelerdeki dogal olarak geligsen
apoptozisin bozulmasimmn da timor gelisiminde son derece 6nemli oldugu
anlasiumistir, Kerr, Wyllie ve Curre tarafindan 1972 yilinda bilim diinyasina
kazandiilan apoptozis programlanmis hiicre &limii olarak bilinmektedir.
Okaryotik organizmadaki her hiicte dogar, belli bir sire yasar ve 6liir. Burada
s0zl edilen hiicre 8liimil apoptozis olarak adlandirilir ve klasik hiicre 6liim sekli
olarak bilinen nekrozisden tamamen farkhidnr Yasam siiresi hiicreden hiicreye
farklihk gosterir. Ince barsakta her yeni olusan epitel hiicresi 3-5 giinde dliirken,
derinin epidermisindeki hiicrelerde bu sire 20-25 gline kadar uzayabilir,
Noronlarda ise gelisimin erken eviesindeki néron Sliimleri sayilmaz ise bu siire
bir insan 6mrii stiresine kadar uzayabilir.

Apoptozis, insan organizmasinda hem fizyolojik ( 6in embriyogenez),
hem de patolojik (61n dejeneratif hastaliklar, otoimmun bozukiuklar kanser gibi)
durumlarda 1ol alir. Apoptozis bu hastaliklarin baziiarinda (6rn. nérodejeneratif
hastaliklar) hizlanmisken, bazilarinda ise (6rn otoimmun hastaliklar veya kanset)
vavaglammstir  Tiimiinde olmasa bile ¢ogu kanserlerde apoptozise yol agan gesitli
mekanizmalara karsi bir direng gelisir Boylece tlimor hiicreleri apoptozisden
kurtulurlar Bu direng birgok yolla gergeklesebilir 1. Anormal olarak wzamis
hiicre émriine neden olan bozuk proto-onkogenlerin (6rn bel-2) siirekli etkisi, 2
Gerektiginde hiicre i')liim‘gnii (apoptozist) saglayan tiimor baskilayic: proteinlerin

(6rn p53) inaktivasyonu sonucy direng olusabilir (sekil 2.2 ).
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. Oncogenes  DNA damage
(ElA, mye) {Chemo drugs)

p53/Apaf-1/casp9 |
pathway in |
transformed cells

Apoptosis
Tumor suppiression

Sekil 2.2. Tiimor stipresyonunda apoptozisin rolii (26).

Aymnica Fas ve Fas Ligand (Fas-L) interaksiyonlari, ‘Decoy’ reseptérlerinin
vailigl, azalmis bax ekspresyonu, FLIP asur ekspresyonu, kaspaz inhibitérlerinin
asir1 ekspresyonlann (clAP2, Survivin), telomeraz aktivitesinin devam etmesi
kanserlerde olusan diren¢ mekanizmalan arasmnda bulunmaktadir DNA  hasan
olugan hucrelerin apoptozise gitmesi oiganizmay! kanser gelisiminden koruyan
fizyolojik bir mekanizmadur. Apoptozisi bloke etmekle birlikte kanser hiicrelert
ayrica anti-apoptotik yollan da asini etkin hale getirebilirler Apoptozis sinyali ve
hiicre i¢i iletimi sekil 2.3 .te gbsterilmistiz.

Apoptozisin ayrica gesitli kemoterapotik ajanlarin (anti-kanser ilaclar)
sitotoksik etkilerinin mekanizmasinda da rol aldif belittilmistir. Bu yiizden, bu
ilaclar veya hiicieve zararh herhangi bir etki tarafindan hiicre dlimtnin nasil
baglatildiginin anlasilmasi, klinik bir problem olan ilag direncinin nasil
kirabilecegine dair bir yaklasum sunmaktadr (27).
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Sekil 2.3, Apoptozis sinyali ve hiicre i¢i iletimi (26)

4. Apoptozis ve Radyoterapi

Radyasyona bagli olarak ortaya ¢ikan hiicre §liimiiniin mekanizmasi farkh
hiicre tipleri arasinda degisiklik gosterir. Bu farklihgm dnemli tedavi edici etkileri
olabilmekiedir Deney hayvanlarinda vapilan arastirmalarda bazi  spontan
apoptotik hiicre iceren tlimorlerin radyoterapi sonrasi yitksek apoptozis indeksi
gosterdigi saptanmistir. Bu tiir tiimérler daha radyosensitif olarak tanimlamrlaz
Benzer sekilde spontan apoptozis gésteren insan tiimdrlerinde radyoterapi ve
kemoterapi ile daha kolay konttol altina alindifn gdsterilmistir. Farkli hiicrelerin
radyasyon uygulanmasi sonrast ortaya ¢ikan apoptozise egilimleri degisiktir (28)
Herhangi bir dokuda pozisyonel ve hiicre tipine bagli yasam siiresi farkliliklar:
ortaya ¢ikabilir. Ornegin farelerde ince barsaklarda ortaya ¢ikan spontan ve
radyasyona bagli olusan apoptozis kriptin tabanindaki hiicrelerde maksimum
oldugu bulunmustur Bu bolge kék hiicielerin bulundugu verdir. Bunun tam tersi
olarak apoptozis koltnda belirgin olarak gérilmez ve goriilen apoptozisde kik
hiicrte bolgesinde degildir Timusdaki gelisme agsamasindaki 1 lenfositleri
apoptozis ve eliminasyona ugrarlar. Bu asamadaki hiicreler radyasyon sonrasi
ortaya ¢ikan apoptozise maruz kalilar Parotid bezinin irradiasyonu sonucu 24

saat somra ortaya ¢ikan parotitis serdz hilcrelerin oliimtnii gésterit. Mukozal




hiicrelerde boyle bir 6iitm bulunmadigi i¢in agiz kuru ve tiikrilk ¢ok daha viskos
yapidadir,

Apoptozisin molekiiler temeli iizerine yapilan calismalarda apoptozisi
artttiran (p53, IRF-1, bax, cmyc) veya apoptozisi baskilayan (bcl-2) genleri
tamumlanmgtir  Proapoptotik ve antiapoptotik faktorler arasindaki denge dis
cevreden gelen sinyaller ve hiicrenin kendi programi tarafindan belirlenir
Ornegin; irradiye edilen ince barsaktaki miirin hiicrelerinin apoptotik pozisyonu
ile p53 geni arasinda bir iliski bulunutken bcl-2 geni arasinda bu iliski
bulunmamaktadn. Diger taraftan bel-2 kolondaki kok hiicrelerin bulundugu
bolgede vardur, bu nedenle de bu bolgede radyasyona bagh olarak apoptozis
goritimez. Apoptozis ile ilgilt mekanizmalarda anahtar rolii oynayan maddelerin
protoonkogen ve timér supressér genlerinin tiriinleridir Protoonkogen ve tiimén
supressor genlerin mutasyona ugramalari veya anormal tiretilmeleri sonucu kanser
meydana gelmektedir. Ornegin bel-2 iiretiminin artmasi veya p53 geninin
iretiminin azalmasi apoptozisi baskilayarak tiimér gelisimini hizlandir (Sekil
2 4). Benzer mekanizmalarla onkogenler ve mutasyona ugramis timér supressor

genleri intrensik hiicresel radyasyon sensitivitesini etkileyebilir (29).

Sekil 2.4. Radyoterapiye bagh gelisen apoptozisde p53 geninin rolii (26).
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2.2.4. Normal Dokularda Radyasyon Hasarmm Patobiyolojisi ve Kinetigi

Radyasyonun normal dokular tizerindeki etkilerinin ¢ogu hiicre &liimii ile
ilgilidir Ancak baz:1 etkileri hiicre §liimiine neden olmaz (8rnedin; {ist abdominal
bélgenin radyoterapisi soniasi birkag saat igerisinde ortaya ¢ikan bulanti ve
kusma) . Radyasyona bagh akut inflamasyon ve vaskiiler kagagin neden oldugu
akut 6dem veya eritem, yiiksek doz radyasyon alan hastalarda goriilen vorgunluk,
kranial irradyasyon sonrasi birkac saat igerisinde goriilen uykuya egilim hali bu
van etkiler arasinda sayilabilir. Bunlar biiytik olasilikla radyasyona bagli ortaya
¢tkan sitokinler tarafindan olusturulan etkilerdir Ayrica 1adyasyonun neden
oldugu bir takum proliferatif vantklar, gliozis ve fibrosiz gibi hiicre 6liimii ile ilgisi
olmayan ge¢ etkilerdir Klinik dozdaki radyasyon veriidikten sonra mitotik
(30,31) Normal doku hasarn etkilenen dokunun hiictesel déngii zamanina ve
kinetigine gore degisit. Boylece ortaya akut, subakut ve ge¢ dénem normal doku

etkileri meydana gelir.

1) Akut Etkiler

Radyasyon tedavisine bagli olarak akut yanitlar hiicresel donguniin ¢ok
hizli oldugu gastrointestinal mukoza, kemik iligi, cilt, orofaringial ve Szefagial
mukozada meydana gelir Bu tilr dokulardaki hiicresel populasyon yapisal olarak
bir hiyerarsi i¢indedir Bu dokularda yavag tireyen kok hiicreler vardir ve bu kik
hiicrelerden ireme kapasitesi ¢ok yiiksek olan progenitdr hiicrelér, matiir,
nonproliferatif, fonksiyonel hiicreleri tiretir. Radyasyon bu kok hiicre ve
progenitdr hiicre popiilasyonlanmt yok eder. Organ fonkstyonu ise; differansiye
hiicreler tam olarak yok oluncaya kadar devam eder. Radyasyonun etkilerinin
azalmasi ile ¢oZalma olanagi bulan kok ve progenitér hiicrelerin sayica artigina
kadar organ fonksiyonlarint yapamaz. Bdylece fadyasyonun hasan verilen doza,
kok ve progenitér hiiciglerin g6rdiigti zarara bagh olarak degisit. Proliferasyon
gosteren hticre sayist  genellikle kritik degerlerin  altina  diigmediginden
semptomlar gegici ve diizelme tamdir Radyoterapi uygulanmasmin firaksinasyon
seklinde yapilmast ile akut etkiler ciddi boyutlarda goriilmez Ciinkit saglam

hiicrelerin rejenerasyonu i¢in gerekli stire saglanmis olur (32).
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Akut yanrtin gelisim huza hiicresel radyosensitivitenin giivenilir  bir
indikat6rii degildir Ornegin; hematopoez ele alindiginda kemik iligi radyoterapisi
sonrasinda ilk 6nce lizli turnover hizina sahip olduklarindan dolay:r 16kosit ve
trombosit sayilar azalir Eritrositlerin yasam turnover: yavas oldufu i¢in anemi
baslangi¢ta goriilmez Benzer gekilde testisler incelendiginde; her spermatogonik
k&k hiicrenin béliinmesi spermatogonia ve spermatosit gibi evieleri tamam!ayarak
yaklagik 1000 tane sperm tiretimi ile sonuglanur. Farklilasmanin erken evresindeki
spermatogonialar  asm1  radyosensitifdt Bu nedenle  spermatogonialar
spermatogenezin diger evielerindeki hiicreler iizerinde ¢ok az etkisi olan
radyasyon tarafindan hizli bir sekilde oldiiriiliirler Boylece radyasyon ile
karsilastiktan haftalar sonrasinda sperm sayilari hala normaldir Sperm sayisi
ancak radyasyona maruz kalan spermatogonialar seminal vezikiillere ulasthg
zaman bir diigiis gbsterir. Ince barsaklarin mukozasindaki mitotik aktivite kriptler
de goriliir Villuslan érten hiicreler nonproliferatif hiicrelerdir Kript hticreleri cok
hizlh béliiniirler ve bdylece radyasyona bagh liimleri de ¢ok izl olur Villuslar
ise radyasyona maruz kaldiktan sonra erken evrede herhangi bir degisiklik
gostermezler. Ancak villuslann kaplayan farklilasmarmig hiicrelerin programh
olarak kayb1 sonrasinda eger arkadan yenileri olusmuyor ise; villuslarda kisalma

olur (1).

2) Subakut Etkiler

Baz1 dokular radyasyondan aylar sonza bile subakut yamtlarn verebilirler
Bu dokulardaki hiicre populasyonunun uzun bir turnover: oldugunu gosterir
Semptomlar genellikle geri doniisiimliidit Ancak baz durumlarda ¢ok ciddi
hasarlara hatta 6lime bile neden olabilir. Ornekler arasinda; Spinal kordun
radyasyonu sonrasinda gelisen Lhermitte sendromu, beyin radyoterapisi sonrasi
gbrillen uykuya egilim, akcifere radyasyon uygulanmasindan sonra goriilen

radyasyon pnémonisidir
L

3) Geg Etkiler

Radyasyonun geg¢ etkileri yavas cogalan hedef hiicrelerin dlmeleri sonucu

meydana gelir Bu etkilerde radyasyon bagli olarak olusan hiicre 6limiiniin hizi da




yavastir. Ornegin; santral (oligodendroglia) veya periferal (shwann hiicresi) sinir
dokusu, bébrek (tubiil epiteli), kan damarlan (endotel epiteli), dermis (fibroblast)
ve kemik (osteoblast ve kondroblast) bu etkilerin ortaya ¢iktigi dokular arasinda
sayilabilir ~ Beyin irradiasyonu somrasinda gortilen ge¢ myelinizasyon
oligodendrositlerin ve ndronlarin kaybina bagli olarak meydana gelir (33). Farkla
hiicre tipleri arasindaki etkilegsimler doku patogenezinde ve dokunun
iyilesmesinde énemli rol oynavabilitler Geg etkilerin en énemli 6zelligi iyilesme
sonrasinda ortaya ¢ikmaktadir Kalici hasanin biiyiikligi uygulanan radyasyon
dozuna ve olusan ge¢ etkinin radyoterapi uygulamasindan sonra gegen zamana
baglidir. Eger ciddi hasar erken gelisir ise; diizelme sinurlt olarak gergeklesir Bu
tiir ge¢ etkiler erken evrede ortaya g¢tkan hasara bagh olarak meydana gelen
komplikasyonlardan (Ornegin; Kalin barsagin mukozal iilserasyonu sonrasinda

olusan stenoz vs) avri tutulur (34)

2.2.5. Bolgesel Fraksiyone External Radyoterapi Uygulamasmin Periferal
Kan Degerlerine Etkisi

Iyonize 1adyasyon uygulamas: hematopoetik sistem iizerinde baskilayici
etkiye sahiptir Kemik iliginin baskilanmasi radyasyon uygulmasimn en dnemli
akut toksik etkisidit. Bundan dolay1 klimkte terapotik radyoterapi
uygulamalatinda kemik iligi rezervi onem tasimaktadi. Bir ¢ok deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda total viicut radyoterapi uygulamasmin l6kosit,
eritrosit ve trombosit degerlerinde belirgin azalmaya neden oldugu bulunmustur.
Radyoterapinin bu etkileri; uygulanan doza, tedavi edilen yere , tedavi uygulanan
alamn yiiz 6lgtimii, tedavi 6ncesi kan degerlerine, kanserin evresine ve alinan
diger ek tedavilere baglidir. Radyoterapi uygulanmasi sonzasinda 16kosit sayisinda
ozelliklede lenfosit sayisimda azalmamn oldugu belirtilmektedir. Zachariah ve
arkadagslart (2) hastaligin yerlesim yerinin basglangic I6kosit sayisina etki eden bir
faktdr oldugunu bildirm?slerdir. Fakat radyoterapi uygulamas: basladiktan sonta
hastalifin yerlesim yeri ile lokosit sayisi arasmda bir iliski olmadif
belirtilmektedit. Es zamanli eritrosit sayisindaki baskilanma daha azdir ayrica
devam eden eritropoez azalan sayiyr siirekli kompanse eder. Lokalize parsiyel

radyoterapi uygulanmasinda aneminin 6nemli bir sorun teskil etmedigi Yang ve
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arkadaglan (35) tarafindan belirtilmektedir. Bu bilgiler dogrultusunda radyoterapi
alan hastalarin tam kan sayimlarinin izlenimi rutin olarak uygulanmaktadn. Bazi
calismalar parsiyel viicut isinlamasinin hematopoetik sistem ve periferal kan
sayumlar1 tizerine etkisinin oldugunu gostermesine ragmen radyoterapi alan bir
hastanin hangi siklikla kan sayimlannin yapiimasi tam olarak netlesmemistir.
Yanlizca radyoterapinin ilk haftasinda yapilan kan saymminda 18kosit degeri
diisiik, anemi, metastaz ve ayni zamanda kemoterapi alan hastalanin tam kan
saym sik kontrol edilmelidir. Klinik uygulamalarda haftalik veya giinlik kan
sayimi uygulamalar: yapiimaktadu (2)




2.3, Notrofiller

Lékositler viicudun en 6nemli savunma hiicreleridir. Bu hiicreler diapedes,
kemotaksis ve fagositoz ozellikleri ile organlaia girerek, enfeksiyon etkenini yok
ederler Diapedes; hiicienin amip benzeri hareketlerle kapiller damarlardan
disariya cikabilmesidir Kemotaksis; 16kositlerin kimyasal ajanlara yonelme
6zelligidir Fagositoz olayl ise; hiicrelerin yabanct yaptlart bir vezikil icinde
hiicreye alinarak yok etmesidir (Sekil 2.5.) Viicutta enfeksiyéz etkenlere ilk olarak
notrofiller yanit verir. Notrofiller dolagim sisteminde 6-12 saat yasayabilen
hiicrelerdir. Kandaki sayilarmim sabit tutulabilmesi igin giinde ortalama 100
milyon nétrofil yapimi gereklidir. Damar sisteminde endotel hiicrelere adezyon
vaparak kapiller duvar: gecetler Opsoninlesmis bir yapmin nétrofiller tarafindan
tanmnmasi, adezyonu ve fagositozu, membranlarinda bulunan ¢esitli reseptdrletle

saglanabilir (3).

Eay Aoy

12

e 2 »d’,’-?;ﬁ:;:ﬁ’i ';,,.:1}.‘5;4_4-1-;?, R A T T
g
Chamatasis
Dzformaton T
- - a - ) !‘

- 1 . -
o Aphesicn

—_— |

v

o —s Crteleneg Production

A R

|‘r ) . \“P

3 - )
Killisg e

LT

Sekil 2.5, Bakteriyal enféksiyonlarma karsi1 notrofillerin fonksiyonel cevaplan

(36)

St s

A

E =Y
Eh .
. N

AT

T ek, Tt
LU REAL DT Y a

TH Rl o,

k




Nétrofil membran reseptorleri arasinda; 1gGy, IgGs gibi antikorlara dzgii
yapilar, Cib ve Cs komponentleri gibi kemotaksik ajanlar, l6kotrienler gibi
polipeptid vyapilara 0Ozgii reseptér cesitleri sayilabilir. Bunlann disinda B
adrenetjik reseptSiler, trombositleri aktive edici yapilar, interl6kin I, tiimdr nekroz
edici faktorlere 6zgli farkl: reseptdrler bulunur. Nétrofil membranlarmda bulunan
insiilin reseptdrlerinin, hiicrenin bliyilme ve gelismesinde Onemli oldugu
belirlenmigtir. Membranlarda ayrica kortizol, adrenalin, tiroid hormonlar: gibi
cesitli hormon reseptbileri de saptanmugtir. Belirtilenler hiicreyi ¢evresel
faktoilere gére diizenleyen aract yapilardir. Reseptériin uyvanilmasi, hiicre iginde
belirgin enzim sisternlerinin aktive olmasim ve hiicresel cevabr saglar Notrofil
membraninda saptanan basglica enzimler Na-K ATP’az enzimi (membran
potansiyellerinin korunmasinda etkili), Ca-Mg ATP’az enzimi (Ca**nin hiicieden
¢tkarilmasimi ve intraselliller konsantrasyonunun sabit tutulmasmm saglar)’dir
Membianda yer alan Ca'™ kanallar ise hiicreye Ca'? girigini saglayan bolgelerdir.
Bu kanallarin agtimas ile hiicreye giren Ca'?, kontrakti] proteinierin kisalmasins,
eksositoz ve lizozomal enzimlerin salgilanmasi kolaylastirir, Mikrobial ajanlarin
ortadan kaldirilmasinda etkili enzimler; sitokromlar gibi oksidasyon enzimleri,
peroksidazlar gibi antioksidan enzimler notrofillerin hiicte membranlarinda ve
spesifik graniil membranlannda yer alitlar Enfeksivon silizesince bu enzimlerin
kullamimi artar. Bu nedenle membranlarda glikoproteinlerin  azaldift veya
kayboldugu gézienir Bu olaymn notrofile adezyon &zelligi kazandurdi@: ileri
stiriilmektediz. Membranda mevcut fosfolipid molekiilleri arasinda arasidonik
aside siklikla rastlanilabilir. Arasidonik asit fagositoz ve immun yantta dnemli
gorevi olan bazi yapilarin olusumunda gereklidir (37,38)

Nétrofil hiicresinin sitoplazmasinda cesitli enzimleri igeren grantiller
bulunur Bu yapilar; Aziofilik ve Spesifik graniiller olarak siuflandmliclar
Aziirofilik  graniillerde  bulunan  enzimler, asid hidrolaz,  lizozimler,
myeloperoksidaz, baktegi oldtuticit enzimler olarak gruplandiriinn.  Spesifik
graniillerde ise; lizozimler, apolaktoferrin, kollegenaz, kobalamin baglayic
proteinler, Cs, komplementini yikan enzimler, plazminojen aktivatdrleri bulunur.

Demir molekiillerini baglayan, apolaktoferrin ve kobalamin baglayan

proteinler, bakterilerin ¢ogalmasint engelleyebilen yapilardir Ortamdaki serbest
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demirin ytiksek konsantrasyonda bulunmasi hiicrelerde mitozu kolaylagtiran bir
etkendir. Bu nedenle boyle bir ortamda bakterilerin tiremest de hizlamr. Serbest
demirin proteine baglanmasi ile ortamda azalmasi, bakterilerin fireme ortamini
elverigsiz hale getirir. Apolaktoferrin molekilil, ferritin molekiillerine benzer
sekilde demitle doygun duruma geldiginde laktoferrin adimu alu. Laktoferrin
salgilanmasi, hiicrede membran negatifliginin azalmasina neden olur ve adezyon
kolaylasir Laktoferrin salgilanmasi ile ayrica hiicrede, oksijen metabolizmasinin
hizlandigi ve (OH) = radikallerinin arttifn gdzlenii. Laktoferrin nétrofillerin
fizyolojik fonksiyonlanim hizlandiran bir protein molekiiliidiic. Notrofiller
fizyolojik fonksiyonlarini stirdtirebilmek icin fazla enerji harcarlar. Bu nedenle,
glukoz kullanimi ve O tiketimi yliksektir. Ornegin; sitoplazma granitilerinde
bulunan lizozomal enzimlerin fagozoma verilmesi sirasinda, hiicreye O, girisinin
hizlandig1, heksozmonofosfat sunt aktivitesinin arttigi, metabolizmanin hizlandig,

H,0, ve Oy radikallerinin gogaldig saptanmustir (sekil 2 6.) (37)
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Sekil 2.6. Nouofillerde inflamatuar olaylara karst gelisen effektér mekanizmalar
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2.3.1. Notrofillerin Bakteri Oldiirme Mekanizmalari

Nonoksidatif ve okstdatif mekanizmalar olmak lizere taumlanii.

1. Nonoksidatif Mekanizma:

Lipaz, proteaz, glikosidaz gibi spesifik enzimler etkilidir Katyon
ozelligindeki enzim proteinleri bakteriyi etkisiz hale getirir. Fagositik aktivitevi
arttirtarak  sindirilmesini  saglarlar  Sindirim swasinda fagozoma, aziwofil
grantillerdeki litik enzimler katilir, Ortamda asid tiriinleri artar. Fagozom pH’smin
diismesi, bakteri sindirimini kolaylastinir Anaerobik ortamda etkili olabilen,
yikicl proteaz enzimleri hiicre membranlanmin dis yiiziinde ve grantillerde yer

alhirlar. Asm aktivasyonlari ¢evie dokulara da zarar verebilir (37,39)

2. Oksidatif Mekanizma:

Uyarilmis  bir nétrofil hiicresinde, hiicrenin  kemotaktik faktorlere
yonelmesi, bakterinin fagosite ediimesi, litik enzimlerin fagozoma baglanmas: ve
mikrobial ajanlarin sindirilmesi ¢ok hizli bir gekilde yapilu. Hiicre ¢ok aktiftir ve
bu stireg igerisinde yiiksek diizeyde O, tiiketilir. O, metabolizmasin hizlanmasi
ile hiterede ve fagozomlarda reaktif olan O, metabolitleri birikmeye baslar O
metabolitleri; siiperoksid anyon radikalleri (0O;), H,O,, hidioksil radikalleri,
hipoklorikasid ve singlet O, molekiilleridir Serbest O, metabolitlerinin hiicrede
birikimi veya hitcreden disariya verilmesi toksik etkilert nedeniyle sakincalidir.
Belirtilen trtinler, protein ve fosfolipitleri yikici Gzellige sahiptir Fagozomda
bakteri &ldurlicti etkiyi arttirirlar, Bulunduklan ortamda mikrobiyal yapilan
etkisiz hale getirirler Huicreden serbestlestiklerinde cevre dokuya zarar verirler.
Bu nedenle hiicrede, plazma ve graniil membranlarina bir seri, rediiktan enzim
molekiilii yerlesmistir Bu enzimlerin gérevleri oksijen metabolitlerini en zararsiz
sekle gevirmektir,

Aktive olmug bir nétrofilde ilk olusan O, metaboliti siiper oksid anyon
radikalidir Molekiiliin olusumu, nikotinamid adenin nilkieotid fosfat (NADPH) a
bagli oksidaz enzimlerinin aktivasyonu ile saglanur. Sitozolde olusan stiperoksid
anyonlar, hizli hareketlilik vetenegi ile fagozom membramindan igeriye girerek

etkili olurlar. Fagozomdaki bakterileri &ldtizebilirler. Siiperoksid anyonlarin
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fagozom i¢inde litik etkileri, farkli yapilara déniistim sonucuda olabilir. (OH)
radikali veya H,;O» molektillerine ¢evrildiginde bakterilerin etkilesimi farklidir,
Fagozom igerisinde myeloperoksidaz enzimi ve halojeniitler (bromiir, klortir gibi)
bulunuyorsa; H;O, bakteriden salinan bazi proteolitik vapilan, 6zel bakteri
oldiriicti aldehidlere donugtiirerek etkili olur. Diger yanda HyO,, (Oy) siiperoksit
anyonlarla reaksiyona girerek hidroksil radikailerini olugturabilir. Bu radikaller
fagozom membraninda lipid peroksidasyonuna ugrar ve bakteri oldiiriict
aldehidlere doniistir. Her iki yol da , bakterinin yok edilmesinde etkilidir. Ancak
fagozomda membran peroksidasyonu membrana zarar verecegl i¢in O,
metabolitleri hiicreye vyayilabilir Fagozom c¢eviesinde siiperoksid anyonlar,
stiperoksid dismutaz (SOD) enzimi ile H,O, ‘ye doniigtiiriilin. Sitoplazmada artan
H,0, hticreye bityikk zarar verebilir. Bu nedenle hizla katalize edilir. Katalaz
enzimi H>O,’i yikarak etkisiz hale getirir. H>O>’nin hiicrede bir bagka degisim
sekli glutatyon peroksidaz enzimi ile etkileserek H,O molekilliine doniigmektir
Belirtilen metabolitler arasinda hidroksil radikallen ve H,O, bakterilert §ldiiriicii
etkilerinin yanisiza, hiicreyi tahrip edici ve Oldiiriici etkileri de wvardir.
Noéuofillerin yikim: swmasinda agiga ¢ikan triinler, oksidan ve antioksidan

enzimlerin dengesine gbie cevieye zarar verirler (sekil 2 7) (37,40,41)

2.3.2. Oksidan Metabolitler

NADPH oksidaz aktivitesinin hemen ortaya ¢ikan bir tiriinii olan Oy
stiperoksit dismutaz tarafindan hizla H;O,'ve doniisturtlic Sonra H,O, katalaz
tarafindan O, ve H,O’va c¢evrilir. Buna karsiiik myeloperoksidaz H,0y'i
hipoklorus aside (HOCI) dénistlirir HOCI notrofillerin iirettigi en giiglh
antioksidan maddedir HOCI, icletinde amino asitlerin, niikleotidlerin ve
hemoproteinlerin de bulundugu bir ¢ok molekiilii okside eder. Bakterilerin tahrip
edilmesinin  yamswra HOCI saglikhh  dokularada zarar verir BOCI a-1
antiproteinaz’i hizla inaktive eder «-1 antiproteinaz serin proteinazlaiin en
dnemli inhibitéridiir  Aynca HOCI prokollegenaz ve progeletinazin da
aktivasyonunda rol oynar. Cok sayida antiinflamatuar ilacin myeloperoksidaz’:
inhibe ettifi gosterilmistit Invitro ortamda indometazin ve diger nonsteroidal

antiinflamatuar ajanlar myeloperoksidazin klore edici etkisini inhibe ederek HOCI
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tretimini baskilarlar. Myeloperoksidazin goriinen ozelliklerinin bu kadar 6nemli
olmasma ragmen eksikligi ¢ok yaygm(1/2 000-4 000) ama klinik olarak benign
seyitlidir Myeloperoksidaz: eksik olan nétrofillerin bakterileri dldiirme hizlan
ozellikle baglangigta azdir. Ama birinci saatten sonra normale déner, bununla
beraber invitro ortamda kandida ve aspergilluslarn 6ldiirme yetenekleri azdir.
Mpyeloperoksidaz eksikliginin benign seyirli olmasmin nedenlerinden biri ise;
bakterilerin &ldiirmesi defektif olsa bile fagositoz sonrasi oksidaza bagl nétrofil
apopitozisi normaldir ve bu durum makrofajlarca gergeklestirilen klirensi normal

hale getirir (37,38)
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Sekil 2.7. Reaktif oksijen radikallerinin hiicre i¢indeki metabolizmas: (42).




2.3.3. NADPH Oksidaz Sistemi

Oksidize halojen, okside edici radikaller ve singlet oksijen gibi bir grup
yiiksek derecede reaktif okside edici ajani mikrobisidial etki amaciyla kullanmak
savunma mekanizmasinin belirgin 6zelligidir (43) Bu reaktif oksidanlann 6nciisii
immun sistemin profesyonel fagositler (notrofil, eozinofil, monontikleer hiicreler)
ve B lenfositleri gibi hiicreleri tarafindan olusturulan Oy *dir (44). Bu reaktif
oksidanlarin tiretimi oksijen tilketiminde belirgin bir artisa yol a¢tigi icin ortaya
¢tkan metabolik olaya solunumsal patlama, bu islemin olusumundan sorulu
enzimede NADPH oksidaz ad: verilir (40,45)

NADPH oksidaz NADPH’1 kullanarak bir elektronun indirgenmesi sonucu

oksijenin O;" haline dontisiimiinii saglayan hiicte zarinda lokalize enzimdir (44).
20, + NADPH ————» 2 O, + NADP + H*

NADPH oksidaz enzimi istirahat halindeki hiicrelerde aktif halde degildir
Hiicre enzimi aktif hale gecirmek i¢in gerekli olan uyaric: ile karsilasiifi zaman

enzim aktif hale gecer NADPH oksidazin altt komponenti bulunmaktadir.

1) pd7Phex
2) p67ph0x
3) p4oPhe
4) rac-2

5) p22 P
6) gp91™™

Sitoplazmik komponentletin membrana translokasyonu ve bunlarin
sitokrom bssg ile iliskisi NADPH oksidaz kompleksini aktif hale getirir (sekil
2.8.). Sitokrom elektronlars NADPH’ dan O, *ve tagur ve;

2 0, + NADPH — 5 20,7+NADP+H"  olusumunu

saglar
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Sekil 2.8. Nétrofillerde NADPH oksidaz sisteminin akiivasyonu (46).

Sitokrom bssg: Sitokrom bssg Allison ve atkadaslani (47) tarafindan
NADPH oksidazin bir komponenti olarak tammlanmistir. Sitokrom b5§g infrared
absorbansdaki piki nedeniyle bu adi almig olan membrana Bag“gh bir
flavohemoproteindir. Istitzhat halindeki nétrofillerde sitokromlarin %85’ plazma
membrani ile birlegebilen spesifik graniiller ve intraselliiler sekretuar vezikiillerin
membraninda bulunurlar (44). Aktivasyon sonrasinda bu organeller plazma
membrani ile birlesirler ve sitokromu hiicre yiizeyine transfer ederler. Geri kalan

%15°1 ise; plazma membraminda lokalizedir (48) = Sitokrom bssg , p22 "™ ve

B
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gp91ph°x’un 1:1 kompleksidir ve sadece denaturasyon ile birbirlerinden ayrililar.
Sitokrom iki tane hem rezidiisii ve bilinmeyen miktarda FAD* icerir. Kompleksin

dissosiasyonu hemleri pargalar ve aktiviteyi ortadan kaldirir.

gp91P"**: gp91™™ 570 aa, 3 adet transmembran heliks, 5 adet N-linked
glikolizasyon baglanma yeri ve oksidasyon aktivasyonu swasinda sitozolik
komponentlerle reaksiyona giren C-terminali igeren bir polipeptitdir (44)

1ph0x=

gp9 un karboksi terminalinin baz1 ferodoxin-NADP rediiktazlar ile benzeiligi

olmasma 1agmen difer sitokromlar ile ¢ok az benzerlik gdsterir gp91P"™®

un
eksikligi olan kronik grantilomatdz hastahiginda oldukca genis bir yelpazeye sahip
mutasyonlar gosteritler Bu mutasyonlarin ¢ogu sitokrom kaybma yol agarken ii¢
tanesi fonksiyonel olarak bozuk sitokiom olusmasma yol agarlar. Bu li¢
mutasyondan biri olan DspA oksidaz aktivasyonu i¢in gerekli olan sitozolik
membrana bagl komponentler arasi etkilesimi bozar gp91P"™™un stabilitesi
p22P1%% ‘un eg zamanl varligina baghdir p22 P eksikligi olan hiicrelerde bol

miktarda mRNA olmasina ragmen gp91°"* un polipeptidi yoktur (49
g gp poiapep

p22 P p22 P membranm iki tarafinda da komsuluk gosteren bir
transmembran proteindir (44). Bu proteinin siralanimi diger sitokromlar ile ¢ok az
benzerlik gosterir. Sitokrom bssg’de bulunan hem’in ya 2 p22 Phox - molekiiliine

IPRX 4 ait bir histidin molekiiliine bagh oldugu

yada 1 p22 " molekiilii ve gp9
diigiiniilir. p22 P cksik hastalarda mutasyonlarn ¢ogu sitokrom kaybimna yol
acar. SH3 baglanma bdlgesine ait olan bir mutasyonda sitokrom bssg vardur ama

fonksiyon gisteremez

P47 PPO%; p47 PR molekiilii bagka proteinlerle etkilesime yarayan iki SH3
domaini igeren 390 aa’lik bazik bir proteindir. Molekiiliin C-terminalini olusturan
1/4°1 bir ¢ok serin ve ba21k aa iceren ve fosforilasyon dzelligi gdsteren bir yaprya
sahiptir. p47 Ph* mRNA s1 ve protein ekspresyonu fagositik veya lenfositik seri
hiicrelerine 6zgiidiir (50) p47 ™™™ NADPH oksidazin fonksiyonu igin hayati

oneme sahiptit Bu durum hem invitro hem de invivo (molekiiliin eksik oldugu
‘7ph0x

‘un  plazma membranina

insanlarda) gosterilmigtir. Esas roliiniin  p6




saperasyonu oldugu diistintilmektedir. Aktivasyonu takiben ilk olarak
sitoskeletonla etkilesir sonra sitokrom bssg ile birlesecegi plazma membranma

phox

dogru hareket eder (51).Bu etkilesimlerin temelinde p47 a ait SH3 domaini

vardir Bu domain istirahat halindeki hiicrelerde bir p47 #* PRR molekiilii ile
phox

intramolekiiler olarak etkilegit. Aktivasyon sonucu bu domain p22 ile

etkilesim igin hazit hale gelir (52) Clark ve arkadaslart (48) protein kinaz C’'nin

phox

p47 P *y fosforile ettigini ve protein kinaz C inhibisyonunun hem pd7 un

sitoskeleton ile iligkisini hem de O tretimini engellediini géstermislerdir p47
phox »

un birgok fosforilasyon bélgesi vardir (53). Ancak sadece S379 bilgesindeki
bir béliim tam oksidaz aktivitesi i¢in gereklidir (54).

p67 PP pg7 P hakkinda daha az sey bilinmektedir. El Benna ve
arkadaglar1 (55) p67 "™ “un protein kinaz C tarafindan fosforile edildigini ve
fosforilasyon sonrasi p47 P"™ ile kompleks olusturdugunu géstermislerdic Han ve
arkadaslart (56) p67 ™™ *un  NADPH oksidaz fonksiyonu i¢in gerekli olan bir
aktivasyon domaini oldugunu gdstermislerdir p67 P sitokrom bsss iginde

NADPH’dan O,’ye elektron transferini gerceklestirir (48).

Rac-2: NADPH oksidazin aktivasyonunda kritik bir 10l oynar Koga ve
arkadaglari (57) rac-2’nin p67 ™™ *un N-terminali ile olan iliskisinin oksidaz
aktivitesi i¢in gerekli oldugunu gostermiglerdir Diger yandan Philips ve
arkadaslan (58) rac-2 translokasyonunun oksidaz aktivitesi ile korele oimadlglm
gostermislerdir. Bu nedenle rac-2’nin O, olusumundaki etkisinin p67 ™ ile olan
etkilesimine ve stabilizasyonuna bagh oldugu dustintilebiliz. Rac-2’de ger¢eklesen
bir inhibitér mutasyonunda insanlarda notrofil bozuklugu sendromuna yol actigr
yakin zamanda gésterilmistir (59) Hastalarin ndtiofilleri FMLP ve opsonize
zimozan ile ile stimiile olmalarma O, Uretiminin ve azurofilik graniil
sekresyonunun azaldir, Jsemotaksis olmadigl gézlenmistiz. Bu durum rac-2’nin
NADPH oksidazin regiilasyonu disinda bagka nétrofil fonksiyonlarint ilgilendiren

gorevleri oldugunu géstermektedir.




2.3.4. Kronik Graniilomatiz Hastahk

Kronik  granilomaté$z hastalik ¢ok nadir gorulen (1/200 000} bir
hastaliktir. Olgularin ¢ogu gpgl’de olugan x’e¢ bagh sckonder eksiklik iken
(vaklagik %70), %30’u p47°""a ait otozomal resesif hastaliktir. Getiye kalan

PROX ye p67M"™da gbriilen otozomal resesif eksikliktir. Kronik

olgular ise p22
grantilomatdz hastalign olanlarin O iretimi defektiftir ve inflamasyona olan
yamtlar inefektiftir Hastalarin cogunda stipiiratif lenf bezleri ve granillomlar
goriiliir. Hastalarin ¢ogu katalaz (+) organizmalar tarafindan enfekte olurlar. Bu
organizmalar arasinda stahfilokokus ve aspergillus sayilabiliv Diger taraftan H,O;
tireten organizmalarin neden oldugu enfeksiyonlardan kurtulurlar (Grmegin;
pnémokok enfeksiyonu). Notrofiller bakteriyal HyO2’i utilize ederler ve toksik
maddeler olugtururlar X’e bagli resesif gecis giisteren hastalarda hastalik erken
vasta ortaya ¢ikar ve otozomal resesif formdan ¢ok daha agir bir tabloya yol
acarlar Tedavi edilmeyen olgular &ltimciil seyreder. Ancak profilaktif anttbiotik
kullanimi ve y-IFN kullaminm tiim tiplerdeki mortaliteyt azaltir y-IFN invitro
ortamda fagositlerin O, fetimini ve ndtrofilin yasam stizesint arttirmasma

ragmen, v-IFN antimikrobial proteinlerin salgtlanmasim ve T hiicre gelisiminin

artisini, sitokin iiretimini ve antijen sunumunu arttirir (60).




3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada; kontrol, tedavi 6ncesi, tedavi ortast ve tedavi sonu olmak
tizere dort grup olusturuldu.
Grup 1: Kontrol grubunu olugturan birinei grupta; bilinen bir hastaligl ve kronik
ila¢ kullanimi olmayan, fizik muayenesi ve rutin biyokimyasal tetkikleri normal
olan, yaglar1 35 ile 55 arasinda degisen, 9’u erkek, 8’1 kadin olmak tizere toplam
17 saglklr kisi bulunmaktadir.
Grup 2: Tedavi 6ncesi grubunu olugturan ikinci grupta Akdeniz Universitesi Tip
Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dali'nda Akciger kansen tanisi ile
palyatif veya kiiratif amacli radyoterapi uygulanmasina karar verilen (es zamanh
kemoterapi almayan) yaslann 35 ile 55 arasmda defisen, 9’u erkek, 8’1 kadin
olmak tizere toplam 17 Akciger kanserlt hastamn bulunmaktadir.
Grup 3: Tedavi ortasim olusturan liglincli grupta; tedavi dncesi grupta bulunan
17 Akciger kanserli hastadan planlanan radyoterapi dozunun yarisi uygulanan
hastalar bulunmaktadir
Grup 4: Tedavi sonrasimi olusturan dordiincii grupta ise; tedavi dncesi grupta
bulunan 17 Akciger kanserli hastadan planlanan radyoterapl dozunun tamami

uygulanan hastalar bulunmaktadir

Kontrol grubu ve hasta gruplanimn kan 6rnekleri merkez laboratuan kan
alma biriminde alindt Konirol ve hastalardan; iki tane EDTA’ 1 tam kan tiipiine
kan alindi Kan orneklerinden bir tanesi ile tam kan sayimlarr  hematoloji
analizorii (Cell-Dyn 3500, Abbot) ile yapildi Diger tam kan tiipti ise Merkezi
Arastuma Laboratuanina gotiirildii Periferal vendz kandan notrofil ayummi ve
DNA izolasyonu yapildi Izole edilen DNA o&rmekleri Merkezi Arastirma
Laboratuari’nda -70°C’de saklandi. Vendz kandan izole edilen nétrofillerden

okstdatif patiama aktivitesi bekletilmeden 6lgiildi

o,




3.1. Notrofillerde Oksidatif Patlama Aktivitesinin Florometrik

Yontem ile Ol¢iimii

3.1.1. Prensip

Notrofillerde oksidatif patlama aktivitesinin &lgiimii; W. Fang ve
arkadaslarinin florometiik metoduna gére yapildr (61). Resazurin ( 7-Hydroxy-
3H-phenoxasin-3-one 10-oxide) okside formda mavi renklidiz, indirgenince
pembe ve floresan formu olan resorufine donisiit. Fagositik hiicrelerin
stimiilasyon sonucu ¢nemli bir oksidatif patlama ve molekiiler oksijeni kullanma
ozellikleri vardu. Notrofillerin oksidatif patlama ile ilgili indirgeme ozelligt
baslica indirgenmis NADPH oksidaza baglanabilir. Bu enzim NADPH’1 elektron
vericisi olarak kullanarak molekiiler oksijeni indirger Resazurin elektron alicisi
olarak davianir ve NADPH oksidaz i¢in molekiller oksijen e yarsi.
Notofillenin elektronlari NADPH dan resazurine transfer edilir Resazurin’de
floresans veren formuna resorufin’e dontigtir Resazurin’in indirgenmesi ile ilgili
NADPH oksidaz enziminin lizi; bu enzimin aktivitesimi ve bununla birlikte

oksidadif patlama aktivitesini gosterir (sekil 3.1) (62,63,64).
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Sekil 3.1, Notrofillerde oksidatif patlama ve resazurinin resorifine dontisiimii (61).
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3.1.2. Reaktifler

1) Histopaque 1119 (Sigma, 1119-1)

2) Zymosan A (Sigma, Z 4250)

3} Resazurin (Sigma, R 2127)

4) RPMI-1640 Medium (Sigma, R 7755)

5) PBS tamponu (Phosphate Buffered Saline, pH 7.4):
-140 mM NaCl (Sigma, S 7653)
-18 4 mM Na,HPO4 (Sigma, S 7927)
-1 3 mM NaH,PO, (Sigma, S 8282)

3.1.3. Yontem
1. Zimozan ile Aktive Serum (ZAS) Hazirlanmasi

Saglikiit AB Rh (+) ii¢ donérden diiz biyokimya tiiplerine alinan kan
omekleri oda 1sisinda 20 dakika pihtilasmasi i¢in bekletildikten sonra, + 4 C ®de
1400 devirde 15 dakika (Biofuge 17 RS Heracus Sepatech cihazinda) gevrilerek
serumliarr aynldi ii¢ serum OSrneginin kanstirilmas: ile elde edilen serum
havuzunun igerisine 10 mg/ml olacak sekilde zimozan-A ilave edildi 1 saat 37 C”
de bekletildi, daha sonta tekrar +~ 4 C “de 1400 devirde 15 dakika ¢evrilerek
zimozan ¢oktiriildti Ustteki aktive serum kilgiik bolimlere aynlarak -70 C “de
dondurularak saklamild: Calisma siiresince 30 giin ara ile yeni zas Grnekleri

hazitlandr

2. Periferal ventz kandan nétrofil izolasyonu

1- Bes ml vendz kan EDTA’l1 tiiplere alindi

2- PBS ile bir kat sulandinnlmig kan 3ml histopague 1119 iizerine dikkatle
katmanlandirildi, sonra 2230 devirde 30 dakika ¢evrildi

3- Ortada olusan nétrofil tabakas: pastor pipeti ile ahind.

4- Ug kez daha 1200 dev?rde 10 dakika PBS ile yikand.

5- Son yikamadan sonra Medium RPMI 1640 ilave edilerek hiicre sayis1 2.5 X 10°
nétrofil/ml olacak sekilde ayarlandi

B s =ru

e IR T




3. Oksidatif patlama aktivitesinin florometrik él¢iimii

Deney tiipiiniin igerisine 300 pl nétrofil siispansiyonu (2.5X10 nétrofil /
ml olacak gekilde RPMI Medium iginde), 100 ul ZASS (10 mg/ml), 100ul
resazurin (0.3mg/ml) ilave edildi, Deney tiipii alt tist edilerek kanstirnldiktan sonra
PERKIN ELMER Luminescence Spectrometer LS 50B cihazinda exitasyon dalga
boyu 544 nm, emisyon dalga boyu 584 nm olacak sekilde 37 C* de inkiibe
edilerek 2 saat stiresince florometrik 6lgtim vyapildi. O, 30, 60, 90 ve 120
dakikalardaki aktivite degerleri tespit edildi. Sonuglar inkiibasyon periyodu

sonunda floresan yogunluk olarak verildi.

I KOR | NUMUNE
Notrofil slispansiyonu (jul) (-) 300
RPMI- Medium (ul) 300 (-)
Resazurin (ul) 100 100
Zas (ul) 100 100
=




3.2 Apoptozisin Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile

Gosterilmesi

3.2.1. Prensip

Agaroz jel elektroforezinde viiklenen hastalara ait DNA 6rneklerinin
yurtitiilme iglemi esnasinda yapmis oldugu merdiven gériimii dzellifine gore

apoptozisin varlig1 degerlendirildi (65,66,67,68).

3.2.2. Reaktifler

1) Genomic DNA Purification Kit # KO512 ( Fermentas)

2) Tris-Acetate-EDTA Buffer (Sigma,I-9650)

3) Agaroze (Sigma, A-5093)

4) Etidyum Bromiir (EtBr) (Sigma, E 8751)

5} % 0.05’lik Bromophenol Blue (Sigma, B 7021) ve % 40°lik sucrose (Sigma, S
7903) iceren yiikleme tamponu

3.2.3.Yintem
1. Periferal Venoz Kandan DNA izelasyonu

I EDTA’l1 tam kan tiiplerine alinan Srnekler beklenilmeden caligildr

. 200 ul numune ve 400 pl lizis soliisyonu karistildiktan sonita 60 C”de 5
dakika inkiibe edildi

ML 600 pl kloroform ilave edildikten somra 5 dakika siiresince tiip alt iist
edilerek karngtialdr 10 000 1pm’ de 2 dakika santrifiij edildi

IV. Baska bir tiipe 720 pl distile su ve 80 ul presipitasyon soliisyonu igeren
karisim hazirlandi,

V. Santrifiij sonrast DNA iceren sivi kisim bu tiipiin igerisine ilave edildi.
Tiip yavas vavas alt tist edilerek sarmal sekilde DNA gozlendi.10 000
rpm’ de 2 dakika ghntr'ifuj edildi ve tistdeki siv1 faz tiipden uzaklagtinldi.

VI Tipiin iginde kalan DNA pelleti tizerine 1.2 M NaCl soltisyonu 100yl
ilave edildi Voteksleme iglemi uygulanarak DNA peletinin tamamen

¢ozillmest i¢in beklenildi
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300 pl soguk etanol (%70) ilave edildi, 10 000 rpm’de 4 dakika santrifiij
edildi Ustdeki sivi faz tipden uzaklastnidi  Alkolin ortamdan
uzaklagtirilmas: icin 2 saat beklenildi 100 ul distile su ilave edildikten

sonra vortekslendi ve DNA nin ¢dziintr hale gelmesi sagland:.

DNA 8mekleri —70 C”de saklandz.

2. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Temiz ve kuru cam tabakanin kenarlari otoklav band: ile sarilarak bir
kalip olusturuldu. Bu plaka yatay durumda diizgiin bir yete yerlegtirild:
100 mli Tris-EDTA tamponu ve 1 5 gr toz Agar  bir erlanmayer icerisinde
agaroz  ertyinceye kadar Schott marka firinda 1sitildr. Agaioz tanecikleri
en kisa stirede diizenli olarak kanstirtlarak eritildi.

Cozelti 60 C”ye kadar sogutuldu

10 pl etidyum bromii ilave edildi

DNA’min uygulanacagr kuyucuklari olusturmak igin cam plakanin
yiizeyinden lem yukariya (taragin ¢ikarilmasi esnasinda jelin yirtilmamasi
icin} tarak yerlestirildi

Ilik agaroz jel ¢6zeltisi kalibin igerisine dokiildii. Taragin dislert arasi ve
altinda hava kabarcifinin kalmamasina dikkat edilerek, Smm’lik jel
kalinlig saglands

Agaroz jel oda 1sisinda 45 dakika bekletilerek polimerlesmesi sagland1 Jel
polimerlestikten sonra tarak ve otoklav band: dikkatle ¢ikarildi ve jel

elektroforez tankina yerlestirildi




3. DNA Orneklerinin Agaroz Jele Yiiklenmesi

I DNA &rnekleri —70 C”den ¢ikarildi, oda 1sisinda eritildi.

II.  DNA &mekleri jel yikleme tamponu (%0 05 ‘lik Brom fenol mavisi ve
%40 siikroz igeten tampon) ile toplam hacim 20 ul olacak sekilde
kartstinlda

III.  Bu kangim bir mikropipet yardimi ile yaklagitk 1 mm derinligindeki
tampon icerisine jelin kuyucuklaria yavasca yiiklendi

IV. Jelin saf (negatify ve sol (pozitify’undaki ilk kuyucuklara kontrol
kisilerden elde edilen DNA omekleri vyerlestinilitken, ortada kalan
kuyucuklara planlanan radyoterapi dozunun tamamim almis olan akciger

kanserli hastalara ait olan DNA 6rnekleri yiiklendi

4. DNA Orneklerinin Agaroz Jelde Yiirittillmesi

I.  Elektroforez tankimnin (BIO-RAD WIDE-MIN-SUBCELL cihaz) kapag
kapatildi. 5 V/ em’lik voltaj uygulanarak DNA’min anoda dogru hareket
etmesi sagland1. Agaroz jele 20 mA’lik akim 1 saat stireyle uyguland.

IT.  Elektrik akim kesildikten sonra elektroforez tankinin kapag: agild:

5. Fotograt Cekimi

Jelin fotografinmm ¢ekiminde Ultraviyole  1sik kaynag kullamidi
Ultraviyole 1s151n zararls etkilerinden korunmak i¢in koruyucu gozliik kullanilarak

karanltk odada fotograf ¢ekimi yapild.

3.3. Lbkosit Sayisi ve Nétrofil Dagiliminin Olgiilmesi

EDTA’ tam kan tiiplerine alinan érneklerden; lokosit {(WBC) ve nétrofil
dagilimlan elektronik hematoloji analizétii (Cell-Dyn 3500, Abbot) kuilanilarak
dletildit =




3.4. Istatiksel Analiz

Istatiksel hesaplamalar SPSS 10,0,1 paket program kullanilarak yapildi.
Parametrelerin kontrol ve radyoterapi uygulama gruplan arasi veya grup igi
istatiksel anlamlilik degerlendirilmesinde uygun test ondegerlendirme ile segildi
ve Tekrarlayan Ol¢timlerde wvaryans analizi, Wilcoxon-Signed Ranks test,

Friedman test ve Mann-Whitney-U testleri kullamld.




4. BULGULAR

4.1. Saghkh Kisilerden Olusan Kontrol Grubunda Nétrofil
NADPH Oksidaz Aktivitesi

Yas ve cinsivet uyumlu 17 saglhikli kisiden olusturulan kontrol grubunda
nﬁttoﬁl NADPH oksidaz aktivitesi florometrik yontem ile 0, 30, 60, 90 ve 120
dakikalarda olgtldii (sekil 4.1 ) NADPH oksidaz aktivitesinin zamana bagh
olarak ortalama * SD degerleri tablo 4.1.°de gosterilmigtir Kontrol grubunda;
nétrofillerde NADPH oksidaz aktivitesinin zamana bagli olarak degisimi
Friedman istatiksel testi kullamilarak degerlendirildi. NADPH oksidaz
aktivitesinin zamana bagh olarak artisi anlamli bulundu (p< 0.001). Zamana bagl
degisimleri karsilastirmak icin Wilcoxon Signed Ranks testi kullanildi ve en fazla
0 ve 120 dakikalar arasinda artisin oldugu gdsterildi (p<(.001).

Odak | 30dak | 60dak | 90.dak 120 dak |
Grup | n |(ort+SD)|(ort+SD) |(ort+SD) |(ort£SD) |(ort+SD) |

Kontrol { 17 | 93420 | 11.6+3.0 | 145+ 2.11 174+34 | 203+ 4.4

Tablo 4.1. Kontrol grubunda; nétrofillerde NADPH oksidaz aktivite diizeyleri
(floresan yogunluk) (p<0 001).
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sekil 4.1. Kontrol giubunda; nétrofillerde NADPH oksidaz aktivite diizeyleri
floresan yogunluk).
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42. Akciger Kanserli Hastalarda

Uygulanmasindan Once Nétrofil NADPH Oksidaz Aktivitesi

Radyoterapi

Akciger kanseri nedeniyle radyoterapi uygulanmasina karar verilen 17
kisiden olusturulan grupda nétrofil NADPH oksidaz aktivitesi florometiik yontem
ile 0, 30, 60, 90 ve 120 dakikalarda &l¢iildii (sekil 4.2 ) NADPH oksidaz
aktivitesinin zamana bagll olarak ortalama + SD degerleni tablo 42 °de
gosterilmistit  Radyoterapi uygulamasindan 6nce nétrofillerde NADPH oksidaz
aktivitesinin zamana bagh olarak degisimi tekrarlayan dlgimlerde varyans analizi
kullanilarak degerlendirildi NADPH oksidaz aktivitesinin zamana bagh olarak
artrg1 anlamli bulundu (p< 0.001). Zamana bagh degisimleri kargilagtirmak igin

Paired t-testi kullanildi ve en fazla 0. ve 120 dakikalar arasinda artisin oldugu

gosterildi (p<0 001)

0.dak 30dak | 60.dak | 90.dak | 120 dak
Grup n | (ort£SD) |(ort+SD) |(ort+SD) ] (ort+ SD) |(ort + SD)
R Oncesi | 17 | 0.1£32 | 11.77+4.4]150+53(17.4+5.9(20.0+5.9

Tablo 4.2. Radyoterapt uyguiamasindan o6nce; nétrofillerde NADPH oksidaz
aktivite diizeyleri (floresan yogunluk) (p<0.001)

200 - _
X DR
=
5 10 | T T
§ i T _ ol 930, dak
£ s — 060 dak
= b gl 090 dak |
ac &l N i i L G B N e g: - F
' T ‘ 8120 dak | |
12 3 4 5,6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 B =
radyoterapi éncesi

Sekil 4.2. Radyoterapi uygulamasindan once nétiofillerde NADPH oksidaz

aktivite diizeyleri (floresan yogunluk).




43. Akeciger Kanserli Hastalarda Radyoterapi Dozunun Yarisi

Uygulandiktan Sonra Notrofil NADPH Oksidaz Aktivitesi

Radyoterapi uygulanan 17 akciger kanserli hastada planlanan radyoterapi
dozunun vyarisini uygulandiktan sonra nétrofil NADPH oksidaz aktivitesi
florometrik yontem ile 0, 30, 60, 90 ve 120 dakikalaida &lciildii (sekil 4 3.)
NADPH oksidaz aktivitesinin zamana bagh olarak ortalama + SD degerlen tablo
4.3 de gosterilmigtir. Tedavi ortasindaki grubun NADPH oksidaz aktivitesinin
zamana bagl olarak degisimi Friedman istatiksel testi kullanilarak degerlendirildi.
NADPH oksidaz aktivitesinin zamana bagl olarak artigt anlamh bulundu (p<
0.001). Zamana bagl1 degisimleri karsilastirmak i¢in Wilcoxon Signed Ranks testi
kullanild1 ve en fazla 0. ve 120 dakikalar arasinda artisin oldugu gésterildi

(p<0.001).

0.dak 30 dak 60 dak 90 dak 120 dak
Grup n (o1t SD)| (o1t £ SD) [(ort+SD) |(ort£SD) |(ort+SD)

R Ortast| 17 |15.4+5.9]19,6 + 11.0 f“ +16,2 132.7+22.9 137.6 +31.4

Tablo 4.3. Radyoterapi dozunun vyarisi uygulandiktan sonra; nétrofillerde

NADPH oksidaz aktivite diizeyleri (floresan yogunluk) (p<0.001)}

E30 . dak ‘i
360 dak ||
J90 dak [

EE120 dak ‘

12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
«. radyoterapiortasinda

Sekil 4.3. Radyoterapi dozunun varis1 uygulandiktan sonta; nétrofillerde NADPH

oksidaz aktivite diizeyleri (floresan yogunluk).
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4.4.

Akeiger Kanserli Hastalarda Radyoterapi Uygulanmas:

Tamamlandiktan Sonra Notrofil NADPH Oksidaz Aktivitesi

Radyoterapi uygulanan 17 akciger kanserli hastaya radyoterapi uygulamasi

tamamlandiktan sonra olusturulan grubun NADPH oksidaz aktivitesi florometrik

yontem 1le 0, 30, 60, 90 ve 120. dakikalarda 6l¢iildii (sekil 4.4 ) NADPH oksidaz

aktivitesinin zamana bagll olarak ortalama +

SD degerleri tablo 4.4°de

gosterilmisgtir Radyoterapi uygulamas: tamamlandiktan sonta NADPH oksidaz

aktivitesinin zamana bagh olarak degisimi Friedman istatiksel testi kullanilarak

degerlendirildi NADPH oksidaz aktivitesinin zamana bagh olarak artis1 anlamh

bulundu (p< 0.001) Zamana bagli degisimleri karsilastiimak igin Wilcoxon

Signed Ranks testi kullamildi ve en fazla 0 ve 120 dakikalar arasinda artigin

oldugu gosterildi (p<0.001).

0 dak 30 dak 60.dak 90.dak 120 dak
Grup n | {ortxS8D) |(ort+SD) (o1t SD) |[(ort+ SD) |{o1t+SD)
R Sonu | 17 |14.6 £5.1 {21.1+7.5:25.6+12.8 [30.1 £21.2 |35.4+£28.7

Tablo 4.4, Radyoterapi uygulanmasi tamamlandiktan sonra; notrofillerde

NADPH oksidaz aktivite duzeyleri (floresan yogunluk) (p<0.001).

150

floresan yogunluk
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0. dak
E130 dak |
060.dak |

Sekil 4.4. Radyoterapi uygulanmas1 tamamlandiktan sonra; nétrofillerde NADPH

oksidaz aktivite diizeyleri (floresan yogunluk).
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4.5. Notrofillerde NADPH Oksidaz Aktivite Diizeylerinin
Gruplar Arasindaki Tliskisi

Kontrol grubu ile akciger kanserli hastalarda radyoterapi uygulamasinin
oncesinde nétrofillerde NADPH oksidaz aktivite diizeyleri arasinda Mann-
Whitney U ve Student-t test’i kullamlarak yapilan karsilagtizmada anlamli bir fark
tespit edilmedi (p>005) (sekil 4.5) Radyoterapi uygulamasmin oOncesi ile
planlanan radyoterapi dozunun yarisi uygulandiktan sonra nétrofillerde NADPH
oksidaz aktivite dtizeyleri arasinda Friedman ve Wilcoxon Signed Ranks testleri
kullanilarak yapilan karsilastirmada anlamli bir artis tespit edildi (p<0 001) (sekil
4.6.). Radyoterapi uygulamas: 6ncesi ile radyoterapi uygulamas: tamamlandiktan
sonta notrofillerde NADPH oksidaz aktivite diizeyleri arasinda Friedman ve
Wilcoxon Signed Ranks testleri kullanilarak yapilan karsilastirmada anlamit bir
artrs tespit edildi (p<0.001) (sekil 4.7.). Radyoterapi dozunun yarist uygulanmasi
ile radyoterapi uygulamas: tamamlandiktan sonra nétrofillerde NADPH oksidaz
aktivite dizeyleri arasinda Friedman ve Wilcoxon Signed Ranks testleri
kullamlarak yapilan karsilagtimada anlamli bir fark tespit edilmedi (p>005)
(sekil 4.8) Kontrol, radyoterapi Oncesi, ortast ve sonrasinda; notrofillerde

NADPH oksidaz aktivite diizeylerinin dagilimi sekil 4.9°da gésterilmistir.

= L

5o ;
S 20 EIKontro_I ) N
= BETedavi 6ncesi
© 10

| 5

= 0

=

Sekil 4.5. Kontrol grubu ile radyoterapi uygulanmasinmn Oncesi; nétrofillerde

NADPH oksidaz aktivite diizeylerinin karstlagtirtlmasi (p>0 05)
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Sekil 4.6. Radyoterapi uygulanmasinin dncest ile planlanan radyoterapi dozunun
yarist uygulandiktan sonra; nétrofillerde NADPH oksidaz aktivite diizeylerinin
karsilastinniimasi (p<0 001).

ElTedavi 6ncesi |
ElTedavi sonrasi

floresan yogunluk

‘ 0 30 60 90 120
dakika

Sekil 4.7. Radyoterapi uygulanmasmun ©oncesi ile radyoterapi uygulamasi
tamamlandiktan sonra; nétrofillerde NADPH oksidaz aktivite diizeylerinin

karsilagtirilmast (p<0.001) =
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Sekil 4.8. Planlanan radyoterapi dozunun vyarisi uygulandiktan sonrasi ile
radyoterapi uygulamas: tamamlandiktan sonra; nétrofillerde NADPH oksidaz

aktivite diizeyletinin karsilastiriimast (p>0.05).
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Sekil 4.9. Kontrol, radyoterapi ¢ncesi, ortast ve sonrasinda; ndtrofillerde NADPH

oksidaz aktivite diizeylerinin dagilimi.




Apoptozsin  Agaroz Jel Elektroforezi Kullamlarak

Gosterilmesi

Radyoterapi uygulanmast tamamlandiktan sonra 15 hastamin periferal
6z kanlarindan elde edilen DNA ornekleri agaroz jel elektroforezine
rulandr.  Yiiklenen DNA oOrneklerinin merdiven goriinimil 6zelliine gore
ptozis varlifi 7 hastada tespit edildi (sekil 4.10. ve 4.11.). Apoptozis pozitif ve
atif olarak degerlendirilen hastalarin radyoterapi uygulamasinin oncesi, ortasi
sonrasinda nétrofillerde NADPH oksidaz aktivitesinin zamana bagh olarak
lama = SD degerleri tablo 4 5°’de gosterilmistit. Apoptozis pozitif veya
atif olarak degerlendirilen hastalarin radyoterapi uygulamasinm dncest, oitasi
sonrastndaki notrofil NADPH oksidaz aktivite diizeyleri arasinda Mann-
litney U testi kullanilarak karsilastirma yapildi. Apoptozis pozitif ile negatif
n gruplar arasinda yapian karstlastirmada; radyoterapi uygulanmasi
esindeki NADPH oksidaz aktivite diizeylerinde anlamli bir farkliik tespit
Imedi (p>0.05) (sekil 4.12 ). Radyoterapi uygulamasinin ortast ve sonunda
DPH oksidaz aktivitesi diizeyleri apoptozis pozitif olan grupta anlamh olarak
a yitksek oldugu bulundu ( p<0.001) Apoptozis pozitif olan grubun NADPH
idaz aktivite diizeylerinin radyoterapi uygulamasimin ortast ile sonu arasinda

ilan karsilagtirma da anlaml bir fark bulunmadi (p>0 05) (sekil 4 13.).




Sekil 4.10. Agaroz jel elektroforezinde apoptozisin gdsterilmesi (Apoptozis
pozitif olarak degerlendirilenler oklarla gésterilmistir, soldan birinci kuyucuga
pozitif kontrol, sagdan birinci kuyucuga negatif kontrol yilkklenmigtir).

Sekil 4.11. Agaroz jel elektroforezinde DNA’min smear yapmasmm biiyiitiilerek
z0sterilmesi (Apoptozis pozitif olarak degerlendirilenler oklarla gosterilmistir).
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Gruplar Apoptozis it Ortalama SD
davi Oncesi pozitif 7 10.2 4.2
0O.dak negatif 8 92 26 |
davi Oncesi pozitif 7 1.9 58
30.dak negatif 8 119 32
davi Oncesi pozitif 7 16.9 6.8
60 dak negatif 8 14.6 4.1
davi Oncesi pozitif 7 17.6 8.3
90.dak negatif 8 16 8 4.0
davi Oncesi pozitif 7 21.7 7.9
120.dak negatif 8 192 42
davi Ortast pozitif 7 20.3 6.1
O dak negatif 8 13.6 490
davi Ortast pozitif 7 24.3 12.2
30 dak negatif 8 184 101
davi Ortasi pozitif 7 40.3 19.6
60 dak negatif 8 208 59
davi Ortasi pozitif 7 52.3 28.7
90.dak negatif 8 270 94
davi Ortasi pozitif 7 66.6 39.7
120dak [ negatif 8 312 112
lavi Sonrasi pozitif 7 20.7 51
O dak negatif 8 132 1.9
lavi Sonrast pozitif 7 29.1 5.6
30.dak negatif 8 172 37
avi Sonrast pozitif 7 40.5 13.5
60 dak negatif 8 223 43
avi Sonrasi pozitif 7 55.6 24.5
90.dak negatif 8 272 51
avi Sonrast pozitif - 7 67.4 33.8
20.dak negatif 8 31.1 57

fo 4.5, Apoptozis pozitif ve negatif olarak degerlendirilen hastalarda

ofillerde NADPH oksidaz aktivite diizeyleri (floresan yogunluk).
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Sekil 4.12. Apoptozis pozitif ile negatif olan giuplar arasinda yapilan
kargilagtiumada; radyoterapi uygulanmas: éncesindeki NADPH oksidaz aktivite

diizeyleri (floresan yogunluk) (p>0.05).
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Sekil 4.13. Apoptozis pozitif ile negatif olan gruplar arasinda yapilan
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aktivite diizeyleri (floresan yogunluk)

s,

- TR



4.6.

Radyoterapinin Lokosit Sayist Uzerine Etkileri

Radyoterapi uygulamasmin 6ncesi, ortast ve sonrasindaki 16kosit sayisi ve

notrofil dagilimmun ortalama £ SD degerleri tablo 4 6 *da gosterilmigtit Friedman

testi kullanilarak yapilan kargtlastirma hem radyoterapinin ortasinda hem de

sonunda [0kosit ve nétrofil sayilarinda anlamh bir azalma tespit edild: (p<0.001).

Wilcoxon Signed Ranks testi kullaniarak radyoterapi ortasi ile radyoterapi

sonunda 16kosit ve notrofil sayilainda anlamli bir farkhltk bulunamad: (p>0 05)

(sekil 414 )

[— Giup Tedavi Oncesi Tedavi Ortasi LTedavi Sonrasi
n 17 17 17
Ortalama Lokosit Sayist 7200 5400 5100
SD 2514 1258 1144
Notrofil (%) 37 38 36

Tablo 4.6. Radyoterapi uygulamasinin éncesi, ortas: ve sonrasindaki 16kosit sayisi

ve notrofil dagiliminim ortalama + SD degerleri (p<0 001)
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Sekil 4.14. Radyoterapi uygulamasmin éncesi, ortast ve sonrasindaki 16kosit

sayistmn dagilimi
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S. TARTISMA

Akciger kanseri erkeklerde prostat kanserinden, kadmlarda meme
kanserinden sonra en sik gorilen kanser tipidit Aynca akciger kanseri hem
ertkeklerde (%32), hem de kadinlarda (%25) en sik oliime neden olan kanser
tiriidir Her iki cinsivette de olgulann en sik goriildiigti vas araligr 35-75 vas
tken, pik insidanst da 55-65 vyaglan arasindadir. Etyolojisinde en fazla sigara
icimi bulunurken, endiisturivel bolgelerde bulunan asbest, nikel, krom, arsenik,
komtir tozu, radyoaktif materyaller, hava kirliligi ve genetik fakiorlerin de
akciger kanserine neden oldugu bilinmektedir (10, 13). Akciger kanserlerinde en
biiyiik problem erken tant problemidir Asemptomatik donemde teshis edilmis
hastalarin tedavileri hem kolay, hem de 5 yillik yasam sanslar: %60°larin tizerinde
bulunmaktadir. Akciger kanserlerinde tedavi vontemi kanserin histolojik tipi,
evresi ve hastalarm genel durumuna gore bigimlendirilmekiedir (1)  Bu
ozelliklere gore; akcifer kanserli hastalarda cerrahi, medikal ve radyoterapi tek
baslarina veya kombine bir sekilde uygulanmaktadir

Akciger kanserlerinde radyoterapinin uygulanmas: hiicre tipine goére
degisir Radyoterapiye en hassas olanlar kiigik hticreliler bagta olmak tizere
indifferansiye kanserler ve daha soma skuamdz htcreli kanserlerdir
Adenokansetlerin radyoterapiye hassasiyeti az, biiyiik hiicreli kanserlerin ise ¢ok
azdir. Radyoterapi medikal inoperabl yani; evre olarak operasyona uygun olan
fakat anormal solunum fonkstyonlar, kan gazi bulgulari, pulmoner hipertansiyon
varligi ve veni myokard infarktiisii gibi solunumsal ve kardiyak nedenlerden
operasyona almamayan hastalarda, rezektabl olan evre ! tiimoérlerinde, trakea,
karina, ana  brons  futulumu  olan  hastalarda  kiiratif  olarak
1ygulanmaktadn Radyasyon tedavisinin amac, uygulanmasi planlanan radyasyon
lozunun gevre dokulara en az diizeyde zarar vererek hedef alman tiimér dokusuna
rerilebilmesidir Fakat bu durum her zaman miimkiin olamamaktadir. Radyasyon
=davisine bagh olarak gﬁrt‘ifén akut yanitlar hiiczesel déngiiniin ¢ok hizlr oldugu
astrointestinal mukoza, kemik iligi, cilt, orofaringial ve ozefagial mukozada
teydana gelir Ornegin; hematopoez ele alindiginda kemik iligi radyoterapisi

mrasinda itk énce hizli turnover hizina sahip olduklarindan dolay: I8kosit ve

ombosit sayilar azalir
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Bu calisma, es zamanli kombine tedavi (cerrahi ve medikal tedavi)
uygulanmayan ve palyasyon veya kiiratif amacli tek bagmna radyoterapi almas:
planlanan akciger kanserli hastalarda yapildi Hastalarda tedavi ncesi, planlanan
radyoterapi dozunun ortast ve sonumda olmak tlzere; nétrofilde oksidadif
patlamanin gostergesi olan NADPH oksidaz aktivitesi, lokosit ve nétrofil sayilan
olgiildti Ayrica radyoterapi tedavisinin sonunda hastalarinin periferal kanlarindan
elde edilen DNA &rnekleri ile apoptozisin varlig arastirtldi.

1986 yilinda Lichtenstein spontan tiimér lizisinin nétrofilier tarafindan
dretilen H»O, ve stiperoksit anyonu ile gelistigini gdsterdi. Bu reaktif radikallerin
olusumundan nétrofillerde NADPH oksidaz aktivitest sorumludur. Yiksek
duzeyde toksik oksijen radikallerinin salimmi bir 131k patlamasina  veya
kemiluminesansa neden olur. Braun ve arkadaslarni (69) ileri derecede solid
tiimdrit olan hastalarda istirahat halindeki kan monontikleer hiicrelerinin anlami
derecede artmig baseline kemiluminesans aktivitesi gosterdigini belirtmislerdir.
Notrofillerdeki baseline kemiluminesans aktivite artist birgok fakttre bagh
olabilir. Bunlar arasinda tiimér antijenlerine baglh olarak ortaya ¢ikan
immunolojik reaksiyonlar ve / veya tiimorden {iretilen faktorlerin stimiilatuar
etkileri sayilabilir. Invitto insolubl dolasan immiin komplekslerin nétrofillerde
kemiluminesans aktivitesini maksimum diizeyde stimule ettifini Starkebaum ve
arkadaglarr  gostermiglerdir  (70) Bazi  arastumacilar  da  nétrofillerdeki
kemiluminesans yanitinin dolagimda bulunan solubl immun komplekslerin dozuna
bagli olarak inhibe edilebilecegini belirtmekteditler (71)

Bizim caligmamizda; saglikli kisilerden olusturulan kontrol grubu ile
radyoterapi uygulamasinin éncesinde akciger kanserli hastalarin notrofil NADPH
oksidaz aktivite diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunamad: (p>0.05)

Bu sonuglara gére; saglikls kisiler ile radyoterapi éncesi kanseili hastalarda
nétrofil NADPH oksidaz aktivite diizeyleri arasinda bir fark olmamasi; dolagimda
bulunan immun kompleksletin dozunun (Starbekum (70) ve Chasseing (71)
calismalarinda  belirtiklerinin ~ aksine)  fazlaca degisim  olmamasindan
kaynaklanabilit.  Fakat bizim c¢alismamizda bu komplekslerin  miktar:
dlciilmemistir Bundan dolayi akciger kanserli olgularimizdaki NADPH oksidaz

aktivitesinin kontrol grubundan farkli olmama nedenini dolagimdaki immun




komplekslere bagh olarak agiklamak agisindan bu ¢alismanin yeterli olmadigim
ditglinmekteyiz

Timériin bulundugu bélgedeki komsu dokularin radyoterapiye olan
tolerans1 tiimor tedavisini dofrudan etkilemektedir Antioksidan ve oksidan
durum radyoterapive karsi olan toleransi gosteren dnemli faktorler arasindadir
{72). Radyoterapi uygulanmasina bagli olarak oksidan metabolitlerin arttigini,
antioksidan enzim miktarlarimn  azaldigimn  belirten ¢ok sayida caligma
bulunmaktadir Sabitha ve arkadaslar;; Evire III oral kanserli hastalarda
radyoterapi Oncesi ve tedavinin 6. haftasinda radyoterapinin neden oldugu
degigiklikleri gostermek amact ile G6PD, SOD, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon rediikktaz dizeylerini olgmiislerdir MDA sevivelerinde radyoterapi
uygulamasi ile birlikte yiikselme izlenirken antioksidan enzimlerde azalma tespit
etmigler (73) Gaitan S. ve arkadaglari; 6-12 haftalik ratlarda 5 Gy’lik total viicud
irradiasyonu sonucu  grantilosit fonksiyonlarim arastirmislardir. Bunun igin
periferal kan ve kemik iligi hiicre kiltiirlerinde siiperoksit anyon miktarin
slemiislerdir. Invivo ve invitro ortamlarda siiperoksit anyon miktarinin arttifini
bularak radyoterapinin grantilosit fonksiyonunu arttirdigini belirtmislerdir (74).

Iyer R ve arkadaslari; radyasyonun hiicre dig1 ve iginde ki ROS miktarina
olan etkilerini aragtirmislardir Hiicre i¢i H,O, miktarini saptamak i¢in membrani
gecebilen 2°,7° diklorofiorosein diasetat, (OH) anyonlar iginde hidroetidin
kullanimistir 0,4-19 ¢Gy alfa partikiilleri ile irradiye edildikten sonra hiicre igi
stiperoksit anyonlarinda anlamli bir artig olurken, H,O, diizeyide bu artisa eslik
etmistir Hiicre i¢i ROS yamtinin nedenini arastirmak amaci ile NADPH oksidaz
inhibitérti olan difenilidonyum ortama ilave edildiginde ROS yamti hizhi bix
sekilde inhibe olmugtur. Ancak mitokondiyal oksidasyon blokaji i¢in kullanilan
sodyumazid ROS yamtim etkilememistir. Bu nedenle alfa partiktillerinin neden
oldugu hticre i¢i ROS diizeyinin artist NADPH oksidaz aktivitesinin arfmasina
bagli oldugu disiiniilmtistiir (75). |

Bizim (,'ah;‘.mammda?radyoterapi uygulanmasr ile birlikte hem radyoterapi
lozunun ortasinda, hem de radyoterapi tedavisinin sonunda nétrofillerde NADPTI

>ksidaz aktivitesinin radyoterapi dncesine gére anlamli olarak arttigin tespit ettik
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(p<0.001). Radyoterapi dozunun ortas: ile sonundaki NADPH oksidaz aktivite
diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmad: (p>0.05).

Bu sonuglara gore; radyoterapinin nétrofillerde oksidatif patlamay:
NADPH oksidaz enzimini aktive ederek arttirdigimi diistinmekteyiz lIyer ve
arkadaslarimn (75) ¢alismast da bu diisiincemizi desteklemektedit Radyoterapi
uygulamasma bagh olarak notrofillerde NADPH oksidaz aktivitesinin arttigim
gostermis olmasina ragmen bu g¢alismanmiz NADPH oksidaz aktivasyonunun
radyoterapinin  O; molekillinii O, *ye déniisimiinti direkt olarak nu? vyada
NADPH oksidaz aktivasyonuna neden oldugu bilinen bir takim immun
kompieksler, kemokinler ve I6kotirenler gibi maddelerin  dolagimdaki
konsantrasyonlarini  arttumak suretiyle indirekt olarak mi?  etkiledigini
gosterememektedir

Radyoterapi dozunun ortas: ile sonundaki NADPH oksidaz aktivite
diizeyleri arasinda anlambi bir fark bulunmamasi, radyoterapiye bagl olarak
meydana gelen notrofil aktivasyonunun erken dénemde olustugunu ve bu etkinin
radyoterapi sonuna kadar devam eftigini diisiindirmektedir Bu diistincemizi
Lorimore ve arkadaslan tarafindan vapilan c¢aligma desteklemektedir Bu
calismada makrofajlarin radyasyon oncesi ve radyasyon uygulamasindan 24 saat
sonraki vyapilan elektron mikroskopisi ile incelendifinde hiictze membran
hasarinin, lizozom sayismnin ve biiyiikligliniin arttign bunlara ek olarak da
makyofaj aktivasyonunun neden oldugu klasik ultrastruktirel degisikliklerin
izlendigi belirtilmektedir Bu hiicrelerin lizozomal komponentlerinin ¢ogunun
fagosite edilen materyallerin yikildigm: gosteren sekonder ve tersiyer lizozomlar
oldugu goriilmiistiir Dokulardaki nétrofil infiltrasyonunun artmis fagositik hiicre
aktivitesinin belirtecleri olan artmis lizozomal ve oksidadif patlama aktivitesinin
tizerine dayandiurtlmaktadir (6).

Apoptozis hilcre igindeki genetik progranun tetiklenmesi sonucunda ortaya
ckan aktif bir 6liim olayidit Apoptozisin gelisiminde kanser ilaglari, radyasyon,
Fas veya TNFR-1 Iesepti)'?lerinin aktivasyonu, sitotoksik 1 lenfositler ve oksidadif

stressin neden oldugu belirtilmektedir.




Feng 7 ve arkadaslari neuroblastoma hicielerinde yapmus olduklan
¢aligmada oksidatif stressin apoptozisi indiikledigini gostermislerdir. Ozelliklede
bunun artan NO Uzerinden gelistigini belirtmektedirler (76)

Reaktif oksijen radikalleri (oksidatif stress) hem mitakondri hem plazma
membram1 hem de genom iizerinde olusturabilecegi hasarlara bagl olarak
apoptozisi baslatabilit. Bonnefory M ve arkadaslar1 oksidatif stress sonucu olugan
serbest oksijen radikallerinin (siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri, hidrojen
peroksit, peroksinitrit anyonlar: vs) hedef hiictelerde 6zellikle hiicre membranm ve
DNA tizerinde etkiler (DNA’da internukleozomal bélgelerden 180-200 baz ¢iftlik
karilmalar gibi) g@stererek apoptozise neden oldugunu belirtmektedirler (77)

Reaktif oksijen radikalleri mitakondri i¢ membraninda bulunan elektron
transport zincirinin bir proteini olan sitokrom ¢’nin sitoplazmaya salinimma neden
olmaktadir. Sitokiom c¢’nin mitakondri den sitoplazmaya saliverilmest apoptozis
yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir déneme girildigini isaret eder. Sitokrom
¢, mekanizmas: heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir sekilde mitakondriden
apoptozis-indilklevici faktér (“AIF, apoptosis-inducing factor™) ile birlikte
sitoplazmaya salimir Apoptozis gelisimi sekil 2.3’te gosterildigi gibi kaspazlar
aracilify ile gelisir (78).

Radyasyona maruz kalan hematopoetik stroma hiicrelerinin mutajenik
reaktif' oksijen radikalleri, birgok degisik adezyon molekiilleri ve biiytime
faktorleri salgiladiklan Girald S A (24) tarafindan belirtilmektedir

Faris M. ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada; radyasyon uygulanarak T
lenfositlerindeki ~ apoptozis  gelisimi  mekanizmalarimi  incelemiglerdir
Radyasyonun; JNK kinaz ekspresyonuna neden olan Fas ligand aktivasyonu
yaptifini ve apoptozis geligtigini gdzlemlemislerdir (79).

Lorimore ve arkadaglar1 yaptiklar: calismada uygulanan radyasyon dozuna
bagl olarak meydana gelen makrofaj aktivasyonunun P53 exprese edilmeyen
farelerde gergeklesmedigini  gbzlemlemisierdir Bu nedenle de 'makrofaj
aktivasyon mekanizmann: tadyasyon sonucu olusmus apoptotik hiicrelerin
saptanmasi ve fagositozu ile ilgili oldugunu belirtmektedirler. Radyasyona maruz
kalmayan hematopoetik dokularin elektron mikroskobik calismalar1 makiofajlarm

bimodel bir dagihm oldufunu gostermistir. Bu makrofajlarin birgok sekonder
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lizozomu oldugu ancak minimal membran bozulmas: gésterdigi saptanmistir. Bu
hitcreler apoptotik hticte fagositozunu gostermektedirler. Ashnda apoptotik
hiicrelerin fagositozu normal hematopoezin &zelligidir (80) Invivo ortamda
normalde siiregelen apoptozis ¢ok belirgin degildir Radyasyon uygulanmasindan
24 saat sonra makrofajlar ¢ok sayida biiyiik sekonder lizozomlarm bulundugu ve
membran hasar1 gdsteritler. Bu bulgular artmug doku fagositoz aktivitesini ve
hematopoetik sistem icerisindeki tiim makrofajlaiin radyasyonun neden oldugu
apoptotik  hiicrelerin  tanimlanmasinda ve fagositozunda rol oynadigim
gostermektedir

Bizim ¢ahigmamizda radyoterapi uygulamast sonunda 15 hastanin 7’ sinde
apoptozis saptandr Apoptozis pozitif grup ile negatif grubun radyoterapi dncesi
NADPH oksidaz aktiviteleri arasinda bir fark bulunamadi (p>0.05). Radyoterapi
dozunun ortas1 ve sonunda apoptozis pozitif olan grubun NADPH oksidaz
aktivitesinin, apoptozis negatif olan gruba gbre anlamli olarak yiiksek oldugu
tespit edildi (p<0.001). Apoptozis pozitif olan grubun tedavi ortasi ve sonundaki
NADPH oksidaz aktiviteleri arasinda ise anlaml bir fark bulunmadi (p>0.03).

Bu sonuglara gére radyoterapi uygulamasina bagli olarak meydana gelen
apoptozisin Lorimore ve arkadaslarmnda (6) belirttikleri gibt nétrofil ve
makrofajlarin  bitikimine neden oldugu, artmis olan apoptotik hiicrelerin
fagositozunu saglamak i¢inde nétrofillerde cksidatif patlamanimn arttig dugiiniildt.
Bu nedenle radyoterapinin apoptozisi indiikledigini; Necas ve arkadaslarmin
belirttigi gibi normal bir hematopoez gelisiminin bir stireci olan apoptozisin
makrofaj aktivasyonuna neden oldugu diistiniildii

Hastalarin sadece 7 sinde apoptozis gelisiminin nedeninin radyasyona
bagh olarak olusan oksidan metabolitlerin miktarlarina (76 ve 77 nolu
calismalarda oksidan metabolitlerin  apoptozis gelisimine neden oldugu
belirtilmigti) veya apoptozis gelisiminde Snemli olan p53 geninin mutasyon
farkliliklarina bagh olabilecegi diistintildii. |

Apoptozis neg;fif' olan grupta da radyoterapiye bagli olarak NADPH
oksidaz aktiviteletinin radyoterapi Oncesine gore anlamli olarak arttifn tespit

edilmisti. Fakat apoptozis gelisen grubdaki NADPH oksidaz aktivitesinin daha
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ksek olmasmin gelisen apoptozis nedeniyle apoptotik hiicieleri fagosite etmek
1actyla olugsan makrofaj aktivasyonu ile iliskili olabilecegi diistiniildii

Iyonize radyasyon uygulamasi hematopoetik sistem tizetinde baskilayic:
dye sahiptit. Kemik iliginin baskilanmasi radyasyon uygulamasin en Snemli
ut toksik etkisidit. Bundan dolayr klinikte terapotik radyoterapi
gulamalarninda kemik 1ligi rezervi ¢nem tagimaktadir. Bir ¢ok deney
yvanlarinda yapilan ¢aligsmalarda total viicut radyoterapi uygulamasinin lokosit,

trombosit degerlerinde belirgin azalmaya neden oldugu bulunmustur
dyoterapinin bu etkileri; uygulanan doza, tedavi edilen yere , tedavi uygulanan
nin yiiz Olglimti, tedavi Oncesi kan degerlerine, kanserin eviesine ve alinan
ser ek tedavilere baglidiy Radyoterapt uygulanmasi sonrasinda l6kosit sayisinda
elliklede lenfosit sayisinda azalmanin oldugu belirtilmektedir. Bazi ¢alismalar
rsiyel viieut 1ginlamasinin hematopoetik sistem ve periferal kan sayimlari
erine etkisinin oldugunu gostermesine ragmen radyoterapi alan bir hastanin
ngi siklikla kan sayimlarinin yapilmast gerektigi tam olarak netlesmemistir (35)

Bizim ¢alismamizda radyoterapi uygulanmasina bagh olarak hem tedavi
asmda, hem de tedavi sonunda tedavi Oncesine gore lokosit ve nétrofil
yilarinda anlaml bir azalma gozlendi (p<0 001).Radyoterapi dozunun ortast ve
nunda 16kosit ve nétrofil sayilari arasinda anlamlr bir fark tespit edilmedi
>0 05).

Bu bulgulara géie; radyoterapinin 18kosit ve nétrofil sayis: iizerine olan
ilerinin erken dénemde olustugunu literatiirdeki bilgilerle orantili bir sekilde
Jrulamaktadir, Tedavi ortast ve sonunda I6kosit sayilar tedavi dncesine gore
Umis olmasina ragmen hastalardaki 16kosit ve nétrofil sayilar: febril nétropeni
zeyin de degildi. Ayrica tedavi ortasi ve sonundaki 16kosit ve nétrofil sayilart
smda anlamli bir fark olmamasi; radyoterapiye baglt gelisen sayidaki
Imalarin etken dénemde meydana geldigini ve siirekli bir azalma yoéniinde
wadigint diistindiirdti. Bu neden ile klinik uygulamalarda haftalik hatta bazen
itk olarak yapilan tan? kan sayimlarimn gerekli olmayabilecegini
tinmekteyiz.Zachaniah ve arkadaglanin  c¢alismalarinda  belirttikleri  gibi
yoterapinin ilk haftasinda yapilan kan sayiminda 16kosit degeri diisiik, anemi,

astaz ve ayni zamanda kemoterapi alan hastalann tam kan sayimi sik kontrol




edilmelidir (2) Bunun dismdaki diger hastalarda klinik semptomlann varhgina
gore kan sayumi sikliginin kisiye 6zel planlanabilecegini diistinmekteyiz

Akciger kanseri nedeniyle radyoterapi uygulanan hastalarda yapilan bu
¢alismamiz radyoterapiye bagl olarak erken donemde nétrofillerin hem say1 hem
de aktivasyon agisindan etkilendigi gostermektedir. Notrofiller sayica azalmis
olmasma ragmen, radyoterapi uygulanmasina bagli olarak NADPH oksidaz
enziminin aktivasyonunda artma meydana gelmistii Radyoterapi uygulamas
sonunda hastalarin 7’sinde apoptozis tespit edildi. Apoptozis gelisen hastalarda
NADPH oksidaz aktivasyon diizeylerinin gelismeyenlere géie hem radyotetapinin
ortast hemde sonunda daha yiksek olmasi; apoptozisin radyoterapiye bagii olarak
gelisen notrofillerdeki oksidatif patlama iizerine olan etkilerini arttirdifin
distindiirdi

Yaptigimiz bu ¢alismanin radyoterapinin nétrofilierde oksidatif patlama

Uzerine uyarica etkisinin oldugunu belirten calismalara destek olacagini, ayrica \
artan bu oksidatif patlama sonucu olusan hiicre i¢i reaktil oksijen 1adikallerinin
dokulardaki etkilerini arastirmak icin vapilacak daha genis kapsamli ¢alismala

agisindan yaratli olacagim distinmekteyiz.

638

LR e . -



OZET

Bu calismamizda; Akciger kanserli hastalarda radyoterapi uygulanmasinin
nétrofillerde oksidatif patlama iizerine etkilerini inceledik

Akciger kanseri tamsi ile radyoterapi uygulanmasina karar verilen 17
hastanin radyoterapi dncest, planlanan radyoterapi dozunun ortasinda ve sonunda
nétrofil NADPH oksidaz aktivitesi florometrik yontemle olgiildi. Hastalardan
radyoterapi éncesi, planlanan radyoterapi dozunun ortasinda ve sonunda lokosit
ve notrofil sayilan 6lciildii Radyoterapi uygulanmas: sonunda apoptozis gelisimi
agaroz jel elektroforez yontemi ile arastirild

Lokosit ve nétrofil sayilartmn tedavi ortasi ve sonunda daha dugtik oldugu
bulundu (p<0,001) WNotrofillerde NADPH oksidaz aktivitesinin diizeylerinde
kontrol grubu ile radyoterapi oncesi arasinda fark bulunamad: Radyoterapi
uygulanmasina bagl olarak tedavinin hem ortasinda hem de sonunda NADPH
oksidaz aktivitesinde radyoterapi éncesine gdre anlamlr bir artma tespit edildi
(p<0,001). Radyoterapi uygulanan 7 hastada apoptozis tespit edildi. Apoptozis
pozitif olan hastalarda nétrofilerde oksidatif patlamamn apoptozis negatif olgulara
gbre hem radyoterapinin ortast hem de sonunda daha yiiksek oldugu bulundu
(p<0,001).

Caligmamizda radyoterapinin idkosit ve notrofil sayilarinm azalmastna
1eden olur iken; notrofiller izerinde oksidan patlamanin artisina yol agtig tespit
«dildi. Apoptozisin radyoterapt uygulanmasina bagli olarak olugan oksidatif

ratlamayt kuvvetlendirici etkisi bulundugu tespit edildi

mahtar Kelimeler: Akciger kanseri, Radyoterapi, Notiofil, NADPH oksidaz,

_poptozis.




KAYNAKLAR

Carlos A P. Principles and practice of radiation oncology , 3™, 1998

Zachanah B, Jacob S, Gwede R, Cantor A. Effect of fiactionated regional
external beam 1adiotherapy on peripheral blood cell count Int J Radiation

Oncology Biol Phys 2001; 50(2):465-472

Van Eden F., Klut M, Walker B, Hogg J The use of flow cytometry to
measure neutrophil functions. Journal of Immunological Methods 1999;

232:23-43

Sabitta K E., Shyamaladevi C S Oxidant and antioxidant activity changes in
patients with oral cancer and treated with radiotherapy. Oral Oncol 1999;
35(3):273-277

Gaitan S, Cuentlas E, Sancho P, Bueren JTA, Tejero C. Mechanisms
towards compensation of long-term heamopoietic injury in mice after 5 Gy
irradiation : in vivo and in vitto enhancement of superoxide anion production

by granulocytes Biosci Rep 1992; 12(4):281-92.

Lorimore S, Coates P, Scobie G., Milne G.,Wright E Inflammatroy-type
responses after exposure to ionizing radiation in vivo: a mechanism for

radiation-induced bystander effects. Oncogene 2001; 20:7085-7095

Patker S., Tong I., Bolden S Cancer statistics-1997 Cancer J Clin 1997;
47(1):5-27.

Johnson W. Histologic and cytologic patterns of lung cancer in 2580 men and

women over a 15-year period Acta Cytol 1998; 32:163-68




10

1.

12

13

14

15

16.

17.

18

Galietti F., Giorgis G., Toffola A. Epidemiology study of 3398 cases of lung
cancer histological ascertained in 1973 to 1984 Panminevra Med. 1988;
30:16-22.

Wynder E, Hoffmann D. Tobacco and Tobacco Smoke. Studies in

Experimental Carsinogenesis New Yoik, Academic Press 1967

Doll R, Hill A. A study of the etiology of carsinoma of the lung. Br Med.
J.1952

Hammond E., Horn D. Smoking death- rates report on forty-four months on

follow-up of 187,783 men JAMA 1958; 166:1159.

Feinstein A, Geilfman N., Yesner R Observer varnability in the
histopathologic diagnosis of lung cancer . Am Rev. Respir Dis 1970;
101:671-684

Mountain C.F. A new international staging system for lung cancer. Chest

1986; 89:225-232.

Sagel S: Lung, pleura, pericardium and chest wall. Computed body
tomography New York, Raven press, 1983.

Rubenstein J., Richter M, Moldofsky P Prospective prediction of post-
radiation therapy lung function using quantitative lung scans and pulmonary

function testing Int J Radiat Oncol Biol Phys. 1988;15:83-87

Erozan Y., Frost J. Cytopathological diagnosts of lung cancer Semin Oncol
1974; 1:191-198

Kvale P, Bode F, Kini S. Diagnostic accuracy in lung cancer: Comparison
technigues used in association with flexible fiberoptic bronchoscopy Chest

1976; 69:752-757.




Thomas P Role of mediastinal staging of lung cancer. Chest. 1994;106:331-
333.

- Skinner W. Pulmonary neoplasms diagnosed with transthoracic needle biopsy

Cancer 1979; 43:1533-1540

. Coutard H. Principles of x-ray therapy of malignant diseases. Lancet 1934;

2:1-8.

Wu LJ, Randers G, Xu A, Waldren C.A. Targered cytoplasmic irradiation
with alpha paiticles induces mutation in mammalian cells. Proc Natl Acad.

Sci. USA 1999; 96(9):4959-4964

Narayanan PK., Goodwin EH , Lehnert BE Alpha particles initiate biolojical
ptoduction of superoxide anions and hydrojen peroxide in human cells.

Cancer Res 1997, 57(18):3963-3971.

Girald S A, Champlin R.E Leukemia relapse after allogeneic bone martow
transplantation. Blood 1994; 84(11):3603-3612.

- http://biyokimya uludag edu tr/apoptozis metin htm

- http://www altavista. com/sites/search/mm_imageresults?pg=q&stype=simage

&imgset=2&q=apoptosis&avkw=qtip

.Ulukaya E Kanser ve apoptozis ilsikisi Klinitk Biyokimya ve Kanser

Sempozyumu 2002; 45-46

Joseph B , Lewensohn R, Zhivotovsky B Role of apoptosis in the response of

lung catcinomas to an#i-cancer treatment Ann N Y. Acad Sci 2000;
026:204-216.

-Lyng FM, Seymour C., Mothersill C. Production of a signal by irradiated

cells which leads to a response in unirradiated cells characteristic of initiation

of apoptosis British Journal of Cancer 2000; 83(9):1223-1230.




0

Chiang C.S, McBride W H., Withers H R Radiation induced astrocytic and
microglial responses in mouse brain. Radiother Oncol 1993; 29(1):60-68.

Hong J., Chiang C , Campbell T L. Induction of acute phase gene expression
by brain irradiation Int J Radiat Oncol. Biol Phys. 1995; 33(3):619-626.

Wheldon Tk , Michalowski A 8. Kitk J The effect of irradiation on function
in self-renewing normal tissues with differing proliferative organisation Br J

Radiol. 1982; 55(658):759-766

Chiang C.S, McBride WIH, Withers HR. Moyelin associated changes in
mouse brain following irradiation Radiother Oncol 1993; 27(3):229-236.

~{uresson 1 The progression rate of late radiation effects in normal tissue and

its impact on dose-response relationships. Radither. Oncol. 1989;15(3):217-
226

. Yang I, Vaida F, Ignacio L. Analysis of weekly complete blood counts in

patients receiving standard fractionated partial body radiation therapy Int J

Radiation Oncology Biol Phys 1995; 33:607-617.

.Eeden V., Klut M., Walker B., Hogg J. The use of flow cytometry to measure

neutrophil function Journal of Immunological Methods 1999; 232:23-43

Witko V., Rieu P, Descamps B, Lesavie P, Halbwachs [ Neutrophils:
Molecules, functions and pathophysiological aspects Laboratory Investigation

2000; 80(5):617-640.

Parkin I., Cohen B. An gverview of the immune system. The Lancet 2001;

357:1777-1789.

- Campbell P A. The neutrophil, a proffessioal killer of bacteria, may be

controlled by T cells. Clin Exp. Immunol 1990; 79:141-143

a. o




40

41,

42

43.

44,

45

46.

47

48

49

Yagisava M, Yuo A, Yonemaru M, Ohmi S Kanegasaki S Superoxide
release and NADPH oxidase components in matuze human phagocytes
Biochemical and Biophysical Research 1996; 228:510-516.

Lucchesi BR Complement, Neutrophils and free radicals: mediators of

reperfusion injury Diug Res 1994; 44(1):420-432

Lindsay M , Giembycz M. Signal transduction and activation of the NADPH
oksidase in eosinophils Memorias do Instit Oswaldo Cruz. 1997, 92:115-123.

Smith RM , Woodman R. and Babior B M. Lymphocytes and Granulocytes
Blood Cell Biochemistry 1991; 3:215-254.

Babior BM The respiratory burst oxidase. Adv Enzymol. Relat. Areas. Mol
Biol. 1992; 65:49-95

Lawson N., Berliner N. Neutrophil maturation and the 1ole of retinoic acid.

Experimental Hematology 1999; 27:1355-1367.

De Leo FR, Ulman KV, Davis AR, Jutila KL, ,Quinn M1. Assembly of the
human neutrophil NADPH oxidase involves binding of p67°" and
flavocytochrome b to a common functional domain in p47°"* I Biol Chem

1996; 271:17013-17020.

Segal AW, Jones O. 1., Webster D., Allison A C Absence of a newly
described cytochrome b from neutrophils of patients with chronic

granulomatous disease. Lancet 1978; 2(8087):446-449.

Nathalie B, Michael P. The Neutrophil: Function and Regulation in Innate

and Humoral Immugity Clinical Immunology 2001; 99(1):7-17

Patkos C A., Dinauer M .C., JesaitisA J ,Otkin S H., Curnutte J T Absence of
both the 91kD and 22kD subunits of human neutrophil cytochrome b in two

74




50

5L

52

53.

54

55,

genetic forms of chronic granulomatous disease Blood 1989; 73(6):1416-
1420.

Dinauer M C. The respiratory burst oxidase and the molecular genetics of
chronic granulomatous disease Crit Rev. Clin Lab Sci 1993; 30(4):329-
369

Nauseef W.M., Volpp B D., McCormick S., Leidal K. G.,Clartk R A Assembly
of the neutrophil respiratory burst oxidase Protein kinase C promotes
cytoskeletal and membrane association of cytosolic oxidase components.

J.Biol Chem. 1991; 266:5911-5917

Hata K, Ito I, Takeshige K., Sumimoto H Anionic amphiphile-independent
activation of the phagocyte NADPH oxidase in a cell-free system by p47phox
and p67phox, both in C terminally fruncated forms J Biol Chem 1998;
273:4232-4236.

Frohlich D, Spertini O, Mosetr R The Fc¢ gamma receptor-mediated
respiratory burst of rolling neutrophils to cytokine-activated, Immune
complex-bearing endothelial cells depends on L-selectin but not on E-selectin.

Blood 1998; 91:2558-2564.

Faust .R , Benna J, Babior B M, Chanock S I. The phosphorylation targets
of p47phox, a subunit of the respiratory burst oxidase Functions of the

individual target serines as evaluated by site-directed mutagenesis J. Clin

Invest. 1995; 96:1499-1505.

El Benna J, Dang P M., Gaudry M., Fay M Morel F ,Hakirp I, Goutgerot-
Pocidalo M A. Phosphorylation of the respiratory burst oxidase subunit
p67(phox) during human neutrophil activation. Regulation by protein kinase
C-dependent and independent pathways. I. Biol Chem 1997, 272:17204-
17208.

75




56

57

58.

59

60.

61.

62

Han CH, Freeman J L., Lee T Motabeli S A., Lambeth ].D. Regiilation of
the neutrophil respiratory burst oxidase identification of an activation domain

in p67(phox).J Biol Chem. 1998; 273:16663-16668.

Koga H,lerasava H, Nunoi H., Takeshige K .,nagaki F., Suminoto H
Tetratricopeptide repeat (1PR) motifs of p67(phox) participate in interaction
with the small GTPase Rac and activation of the phagocyte NADPH oxidase.
J Biol Chem.1999; 274:25051-25060.

Philips MR, Feoktistov A, Pillinger M H ,Abramson S B. Translocation of
p2lrac2 from cytosol to plasma membrane is neither necessary nor sufficient

for neutrophil NADPH oxidase. I Biol Chem. 1995;270: 11514-11521

Ambruso DR, Knall C, Abell AN, Panepinto ] Kurkchubasche A. et all
Human neutrophil immunodeficiency syndrome is associated with an

inhibitory Rac2 mutation. Proc. Natl Acad. Sci. USA 2000; 97:4654-4659

Harry L., Gallin J. Neutrophils in human diseases. The New England Journal
of Medicine 1987; 317(11):687-694

Fang W., Myllys V., Sandholm M. Resazurin reduction as a function of
respiratory burst in bovine neutrophils AJVR 1997; 58(6):601-607

Jetfiey M, Dood O ,Pearse B. Effect of the NADPH oxidase inhibitor
apocynin on ischemia - reperfusion lung injury Am. J Physiol. Heart Ciic

Physiol. 2000; 279:303-312.

. Shiloh MU, Ruan T, Nathan C Evaluation of bacterial §u1vival and

phagocyte function with a fluorescence-based microplate assay Infection and

Immunity 1997; 65(8): 3193-3198




64.

65.

66

67.

68

69

70

71.

72

Lesuisse F , Casteras M ,Labbe P Evidence for the saccharomyces cerevisiae
ferriductase system being a multicomponent electron transport chain The

Journol of Biological Chemistry 1996; 271(23):13578-13583

Li YF., Luo ZP. Desipramine antagonized corticosterone-induced apoptosis

in cultured PC12 cells. Acta Pharmacol Sin 2002; 23(4):311-314

Walker P R, Leblanc J.,Smith B, Pandey S., Sikorska M Detection of DNA
fragmentation and endonucleas in apoptosis. Methods 1999; 17(4):329-338

Allen P.ID>, Newland A C. Electrophoretic DNA analysis for the detection of
apoptosis. Mol Biotechnol 1998; 9(3):247-251.

Fournel S, Genestier L, Rouault J P, Lizard G, Flacher M., Assosson Q.
Apoptosis  without decrease of cell DNA content FEBS Lett 1995,
367(2).188-192

Braun DP, Harris JE, Maximovich S.and et al Chemiluminescence in
peripheral blood mononuclear cells of solid tumor cancer patients. Cancer

Immunol Immunother 1981; 12:31-37.

Starkebaum E, Stevens DL, Herry C. And et al. Stimuiattion of human
neutrophil chemiluminescence by solubl immune complexes and antibodies to

neutrophils J Lab. Clin Med 1981; 98: 280-291

Chasseing A, Baranao R, Fernandez O, Boirdenave H., Rumi L
Chemiluminescence production by neutrophils and immune complex levels in

cancer patients Cancer Investigation 1993; 11(5):517-522

Agrawal A, Chandra*D, Kale R K. Radiation induced oxidative stiess: II
studies n liver as a distant of tumor bearing mice. Mol Cell Biochem.2001;

224(1-2):9-17.




74,

75

76

77

78.

79.

30

. Sabitha K E , Shyamaladevi C.S Oxidant and antioxidant activity changes in

patients with oral cancer and treated with radiotherapy. Oral Oncol 1999;
35(3):273-277

Gaitan S., Cuenllas E , Sancho P, Bueren . A Tejero C. Mechanisms towards
compensation of long-term hematopoetic injury in mice after 5Gy irradiation:
invive and invitro enhancement of superoxide anion production by

granulocytes. Biosci Rep. 1992;12 (4):281-292.

Iyer R., Lehnert B.E Effects of ionizing radiation in targeted and nontargeted
cells. Archives of Biochemistry and Biophysics 2000; 376(1):14-25

Feng 7., Li L., Ng PY,, Porter AG Neuronal differentiation and protection
from nitric oxide-induced apoptosis reguire c-jun-dependent expiession of

NCAM140 Mol Cell Biol 2002; 22(15):5357-5366

Bonnefoy M., Drai T, Kostka T Antioxidants to slow aging, facts and
perspectives. Presse Med 2002; 31(25):1174-1184

Frossi B, Tell G, Spessotto P, Colombatti A, Vitale G., Pucillo C Hy0,
induced translocation of APE/Ref-1 to mitokondria in the Raji B-cell line T
Cell Physiol 2002; 193(2):180-186

Stress-Induced Fas Ligand expression in T cells is mediated through a MEK
kinase !-regulated response element in the Fas ligand promoter Molecular

and Cellular Biology 1998; 18(9):5414-5424

Necas E |, Sefc L, Sule K, Barthel E | Seidel H] LEstimation of extent of cell
death in different stages of normal muiine hematopoiesis. Stem cells 1998;
o

16(2):107-111.

RIFHTAS A

78




