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1. 0OZET

Tezin Bashgi: Konik 1sinli bilgisayarli tomografi kaynakli radyasyonun kardiyogenez
izerindeki etkilerinin zebra balig1 embriyolarinda incelenmesi

Ogrencinin Adi: Celal Bayar

Damisman Adi: Prof. Dr. Sebnem Ercalik Yalginkaya

Programin Adi: Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Uzmanlik Programi

Amag: Bu calismada, dis hekimliginde diagnostik amagclarla kullanilan konik 1s1nl1 bilgisayarl
tomografi (KIBT) cihazindan kaynaklanan iyonize radyasyon maruziyetinin, zebra balig
embriyolarindaki kardiyak gelisim ve kardiyotoksisite iizerindeki etkilerinin molekiiler
diizeyde analiz edilmesi amaglanmistir.

Gerec ve yontem: Zebra baligi embriyolar fertilizasyon sonrasi 2.saatte (2 hpf) KIBT cihazi
kullanilarak 90 kVp. 10 mA sabit dozda 18 saniye boyunca iyonize radyasyona maruz
birakilmistir. Kalp atim hiz1 dl¢timleri, siniis venosus (SV) ve bulbus arteriosus (BA) arasindaki
mesafeler degerlendirilmistir. Oksidan ve antioksidan parametreler spektrofotometrik
yontemlerle, apoptoz ve kardiyotoksisite ile ilgili genlerin ifadeleri qRT-PCR yontemi ile analiz
edilmisgtir.

Bulgular: X-151n1 maruziyetine bagli absorbe edilen viicut dozu 5,69 mSv olarak 6l¢iilmiistiir.
Oksidan ve antioksidan parametreler karsilastirildiginda maruziyet grubunda, lipit
peroksidasyon diizeyleri ile glutatyon S-transferaz (GST) aktiviteleri artarken, nitrik oksit
diizeyleri ile siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktiviteleri azalmistir p53 ve bax gen
ekspresyonlar1 artarken, bcl-2 gen ekspresyonu azalmigtir. Akridin oranj boyamasi sonrast
floresan mikroskobunda kalpte apoptotik hiicreler gozlenmistir. slc8al, rarg, ugtia6 gen
ekspresyonlar1 artmistir. Maruziyet grubunda kalp atim sayilar1 kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artarken, kalpte SV-BA aras1 mesafe azalmistir.

Sonu¢: Calismamizda KIBT kaynakli iyonize radyasyonun oksidatif stresi arttirmasi ile
beraber artan GST aktivitesi detoksifikasyon mekanizmalarinin uyarildigini géstermistir. SOD
ve CAT aktivitelerinin azalmasi ile antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz kalmasi
sonucu apoptoz kaginilmaz hale gelmistir. Kalpte izlenen yapisal, fonksiyonel ve molekiiler
diizeydeki degisiklikler, radyasyonun ‘diisiik doz’ dahi olsa kardiyogenez siirecini olumsuz
yonde etkileyebilecegini ve zebra balig1 embriyolarinin radyasyonun kardiyogenez iizerindeki
yapisal ve molekiiler etkilerini incelemek i¢in uygun bir model oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Zebra balig1, embriyo, kalp atim hizi, KIBT, kardiyogenez, radyasyon



2. SUMMARY

Title of Thesis: Evaluation of the effects of radiation from cone beam computed tomography
on cardiogenesis in zebrafish embryos

Student Name, Surname: Celal BAYAR

Supervisor Name: Prof. Dr. Sebnem ERCALIK YALCINKAYA

Objective: The aim of this study was to analyse the effects of ionising radiation exposure from
a cone beam computed tomography (CBCT) unit -which is used for dental radiodiagnostics- on
cardiac development and cardiotoxicity in zebrafish embryos at the molecular level.

Material and methods: Zebrafish embryos were exposed to ionising radiation from a CBCT
unit (90 kVp, 10 mA) for 18 seconds. Heart rate measurements, distances between sinus
venosus (SV) and bulbus arteriosus (BA) were evaluated. Oxidant and antioxidant parameters
were analysed by spectrophotometric methods and the expression of apoptosis and
cardiotoxicity related genes were analysed by qRT-PCR.

Results: The absorbed body dose was measured to be 5.69 mSv. Comparing oxidant and
antioxidant parameters, lipid peroxidation levels and glutathione S-transferase (GST) activities
were increased, whereas nitric oxide levels and superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) activities were decreased in the exposed group. p53 and bax apoptotic gene levels were
increased, whereas bcl-2 gene level was decreased. Apoptotic cells were observed in the heart
in fluorescence microscopy after acridine orange staining. slc8al, rarg, ugtla6 gene
expressions were increased. In the exposure group, the number of heart beats was increased
statistically significantly compared to the control group, while the distance between SV-BA in
the heart was decreased.

Conclusion: In our study, increased GST activity together with increased oxidative stress
caused by CBCT-induced ionising radiation showed that detoxification mechanisms were
stimulated. Apoptosis became inevitable as a result of inadequate antioxidant defence
mechanisms with decreased SOD and CAT activities. The structural, functional and molecular
changes observed in the heart showed that radiation may adversely affect the cardiogenesis
process even at ‘low dose’ and that zebrafish embryos are a suitable model to study the

structural and molecular effects of radiation on cardiogenesis.

Keywords: zebrafish, embryo, heart rate, CBCT, cardiogenesis, radiation



3. GIRIS ve AMAC

Tim organizmalar, lireme ve gelisim siireglerini ¢evresel stres faktorlerinin etkisi altinda
siirdiirmektedir. Embriyogenez siirecinin erken evresindeki embriyolar, iyonlastiric
radyasyonun etkilerine kars1 genellikle yliksek derecede duyarlilik gostermektedir. Bu yiiksek
duyarlilik, gelisim evresinde transkripsiyon siireclerinin etkin olmamasi ve adaptif yanit
mekanizmalarinin yeterince calismamasiyla agiklanmaktadir. Bununla birlikte, gelisim
evresinde canli hiicrelerin ¢evresel radyasyona verdigi yanitin altinda yatan biyolojik
mekanizmalar tam olarak anlasilamamis olup bu siire¢ molekiiler diizeyde karmagikligini hala

korumaktadir (Brent, 2015).

Dijital teknolojilerin gelisimiyle dis hekimliginde radyodiagnostik cihazlardan elde edilen
iyonize radyasyonun dozu 6nemli 6lciide azalmistir (Tang ve Loganovsky, 2018). Bu dijital
teknolojiler arasinda kullanimi giderek yayginlasan ve radyasyon dozu konvansiyonel
yontemlere oranla fazla olan KIBT 1n embriyonel donemdeki etkisinin, gelisim morfolojisi
acisindan 6nemli bir risk tagidig: diisiiniilmektedir. Erken gelisim evresindeki kardiyogenez,
embriyonun hayatta kalmasi ve normal fizyolojik gelisimin saglanmasi agisindan kritik bir
stirectir. Bu siireg, ¢evresel faktorlere oldukga hassas bir yanit sergilemekte ve iyonlastiric
radyasyon gibi stres faktorleri tarafindan kolayca etkilenebilmektedir. Ornegin, radyasyonun
sebep oldugu oksidatif stres, embriyonik kalp hiicrelerinde programlanmis hiicre 6liimiine
(apoptoz) yol agarak kalp dokusunun normal gelisimini engelleyebilmektedir. Bu durum, erken
donemde meydana gelen anomalilerin ilerleyen yasam evrelerinde kalp-damar hastaliklari
riskini artirabilecegi gostermektedir (Baker ve ark., 2011; Helm ve ark., 2016). Literatiirde dis
hekimliginde diagnostik amacli kullanilan iyonize radyasyonun kardiyogenez ve

kardiyotoksisite lizerine arastirma bulunmamaktadir.

Proje 6nerimizin hipotezi, embriyonel gelisim siirecinde iyonlastirici radyasyon maruziyetinin
oksidatif stresle indiiklenen apoptoz yolaklarini etkileyerek, embriyoda kalp atis hizinda ve

kardiyogenezle iliskili gen ifadelerinde degisikliklere yol agcacagidir.

Bu dogrultuda caliymanin amaci, dis hekimliginde son yillarda diagnostik amaclarla
siklikla kullanilan KIBT cihazi kaynaklh iyonize radyasyon maruziyetinin embriyonal

kardiyak gelisim iizerindeki etkilerini molekiiler diizeyde degerlendirmektir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Radyasyon

Radyasyon, enerji yiiklii pargaciklarin veya elektromanyetik dalgalarin bir kaynaktan disartya
yayilimini ifade etmektedir. Enerjinin transferini kapsayan bu yayilim siireci ¢esitli sekillerde
olabilmektedir. Radyasyon atom ¢ekirdeginde veya elektronlarin enerji seviyelerinde meydana
gelen degisimlerden kaynaklanabilmekte (Bushberg ve ark., 2013), dogada kendiliginden veya

insan {iriinii cihazlarla olusabilmektedir.

Radyasyon enerji yapisina ve madde ile etkilesim sekline bagli olarak iki ana grupta

incelenmektedir: (Hall ve Giaccia, 2006)
4.1.1. iyonize radyasyon

Iyonize radyasyon, yeterli enerji seviyesine sahip olup madde ile etkilesime gegtiginde
atomlardan elektron kopararak iyonlagsmaya neden olabilir (Protection, 2007). Bu durum,
atomlar {izerinde degisiklikler yaparak biyolojik dokular iizerinde potansiyel riskler
olusturabilmektedir. Iyonize radyasyon cesitlerine X-1sinlar1, gama 1sinlar1, alfa parcaciklari,
beta parcaciklar1 ve ndtronlar drnek verilebilir. Iyonize radyasyon tip alaninda goriintiileme
amaciyla ve oOzellikle kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Hall ve Giaccia,

20006).
4.1.2. Non-iyonize radyasyon

Non-iyonize radyasyon tiirii ise daha diislik enerji seviyesine sahiptir. Atomlardan elektron
kopartabilme kapasitesine sahip olmadigindan, iyonlasma gozlenmemektedir (Charles, 2001).
Non-iyonize radyasyon, iyonize radyasyon kadar insan viicudu i¢in tehlikeli degildir. Ancak
uzun siire ve yiliksek yogunlukta maruziyetin potansiyel riskler olusturdugu saptanmistir. Radyo
dalgalari, mikrodalgalar, infrared 1sinlar, goriiniir 151k ve ultraviyole 1sinlar 6rnek olarak
verilebilir (Bushberg ve ark., 2013). Haberlesme teknolojilerinden (radyo ve televizyon
sinyalleri) mikrodalga firinlara, lazer sistemine kadar ¢esitli alanlarda yaygin olarak

kullanilmaktadir.



4.1.3. Radyasyon Kaynaklar1

Radyasyon kaynaklari, dogal ve yapay olmak iizere iki ana grupta incelenmektedir (Charles,
2001). Dogal radyasyon kaynaklarina; diinya atmosferi, yerylizii ve su kaynaklarinda
bulunabilen radon gazi gibi radyoaktif elementler 6rnek verilebilir (Council ve ark., 2006). Tiim
canlilar bu dogal radyasyon seviyelerine maruz kalmaktadir. Yapay radyasyon kaynaklari ise
insanlar tarafindan fiiretilen radyasyondur. Bunlar ¢esitli amaglarla kullanilan radyasyon
kaynaklaridir. Yapay radyasyon kaynaklarma tibbi goriintiileme cihazlar1 (X-1smlari, CT

tarayicilar1), niikleer santraller, endiistriyel radyasyon kaynaklar1 6rnek verilebilir.
4.1.4. X-1smlarmin iiretimi

Alman fizik¢i Wilhelm Conrad Rontgen, 1895 yilinda x-isinlarint kesfetmistir. Rontgen,
Wiirzburg Universitesi’nde karanlik odada katot 1s1n tiipiinde calisirken, bir radyasyon tiiriiniin
parlayan bir floresan ekran olusturdugunu goézlemlemis, olusan 1sinlarin diger bilinen 15in
tiirlerinden farkli oldugunu géren Rontgen, bu 1smlara ‘x’ (bilinmeyen) anlamina gelen x 1511

adin1 vermistir (Glasser, 1993).

X 151n tlipiinde yer alan katot, yiiksek sicakliklarda termoiyonik emisyon yoluyla elektronlari
serbest birakmaktadir. Serbest birakilan elektronlar yiiksek voltaj sayesinde hedef materyale
dogru hizlandirilarak yol alir. Bu hedef materyali yiiksek atom numarasina sahip tungsten olup,
hizlandirilmig elektronlar tungstene ¢arparak aniden yavaslamaya baslarlar. Bu yavaslama ile
beraber kaybedilen kinetik enerjinin bir kism1 elektromanyetik dalga enerjisine doniiserek x-
1511 olarak salinmaktadir. X-151m1 iki sekilde olusmaktadir. ilki ‘Bremmstrahlung’ (frenleme
radyasyonu), olup elektronlarin yavaglamasi esnasinda olusur. Bir digeri ‘karakteristik
radyasyon’ olup, hedef atomun i¢ yoriingelerindeki elektronlarin yer degistirmesi sonucu
olusmaktadir. Tiipten ¢ikan bu x 1sinlari, tibbi goriintiileme, malzeme analizi ve c¢esitli
endiistriyel uygulamalarda kullanilmak tizere farkli alanlarda degerlendirilir (Bushberg ve ark.,

2013).
4.2. Konik Isinh Bilgisayarhh Tomografi

Konik 151l bilgisayarli tomografinin (KIBT) dis hekimligi alaninda kullanilmaya baslamasi,
tan1 ve tedavi planlamasini 6nemli 6l¢iide degistirmis ve gelistirmistir. Konik 1s1nl1 bilgisayarl
tomografi, maksillofasiyal cerrahiden ortodontiye kadar ¢esitli alanlarda kullanilmakta olup,

dis hekimlerine ii¢ boyutlu goriintiiler saglamaktadir. Dis yapilari, cene kemikleri ve karmasik
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yapida olan siniislerin anatomik olarak detayli incelenmesini saglar. KIBT 1n sagladig: yiiksek
cozlniirliiklii gorlintliler daha glivenilir teshisler koyarak, etkin tedavilerin yapilmasinda rol

oynar (Scarfe ve Farman, 2008).

KIBT, geleneksel BT deki gibi genis bir alana yayilan 1sin yerine koni seklinde bir X 151m
demeti kullanir. Konik 1s1n, taranmak istenen bdlgeye yonlendirilir. Bu sayede genis bir alan
tek seferde taranabilmektedir. KIBT ile tek bir dongiide ¢ok sayida projeksiyon goriintiisii elde
edilebilir. KIBT taki X-151n1 kaynag1 ve dijital dedektor hastanin etrafinda genellikle 180-360
derece olmak iizere belirli bir agida doner. Konik 151n demeti dongiiler sirasinda hastanin
anatomisini farkli agilardan tarar ve ¢ok sayida iki boyutlu goriintii elde eder. Tarama bittiginde,
rekonstriiksiyon algoritmalar1 elde edilen iki boyutlu projeksiyon goriintiilerini bilgisayarda
isler. Bu algoritmalar, her projeksiyonu tiim acilardan degerlendirerek verileri birlestirir.
Boylece taranmak istenen bdlgenin ii¢ boyutlu goriintiisiiniin elde edilmesini saglar. Elde edilen
son goriintii iizerinde, aksiyal, koronal ve sagital gibi ¢esitli diizlemlerde incelemeler yapilabilir

(Scarfe ve Farman, 2008).
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Sekil 1. KIBT'in temel prensipleri. KIBT (A), temel olarak bir X-1sm1 kaynagi ve bir
dedektorden (toplayicidan) olusmaktadir. X-1s1mm1 kaynagi, kafa bolgesine gonderilen ve
dedektor tarafindan toplanan X-isinlarini iiretir ( B ). Dedektor, gonderilen bu X-iginlarini

dijital verilere ¢evirir ( C ). Bu sayisal veriler, Lambert-Beer Yasasi ve Radon doniisiimii ( D )
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kullanilarak kafa bolgesindeki her bir noktaya iligskin degerlerin hesaplanmasinda kullanilir.
Son agamada, tiim bu hesaplamalar 6zetlenerek KIBT goriintiilerine ( E ) doniistiiriiliir. (Fan ve

ark., 2023).

4.2.1. Avantaj ve Dezavantajlari

KIBT, ince detaylar1 ve kompleks anatomik yapilar1 yiiksek ¢oziiniirliikte ve ti¢ boyutlu olarak
goriintiileyebilir.  Bu  6zellik  dental implant planlamasinda, kok kanallarinin
degerlendirilmesinde ve maksillofasiyal bolgede daha giivenilir tan1 koymada avantaj
saglamaktadir. KIBT cihazlar1 ¢ekim siirelerini kisaltarak hasta i¢in daha konforlu bir siire¢
sunar. Elde edilen goriintiilerdeki harekete baglh artefakt olusmasini azaltir (Scarfe ve Farman,
2008). Bilgisayarli Tomografi’ye kiyasla KIBT in daha diisiikk radyasyon dozu altinda
cekilmesi, hastanin iyonize radyasyona maruziyetinin azalmasi agisindan 6nemli bir avantaj

saglamaktadir (Ludlow ve ark., 2006).

KIBT’1in yumusak dokulardaki ¢oziiniirliik oran1 diigiiktiir, bu nedenle kemik yapilar {izerinde
ayrintili bilgi vermektedir (Naitoh ve ark., 2009). KIBT cihazi hasta hareketlerine karsi
hassastir. Ozellikle pediatrik hasta grubunda harekete bagl artefaktlari olusabilmektedir. Bu da
diisiik kalitede goriintii elde edilmesine sebep olabilmektedir (Scarfe ve Farman, 2008). KIBT
cihazi diisiik doz da olsa iyonize radyasyon i¢ermektedir. Sik kullaniminin uzun vadede risk
olusturabilecegi goz oOnilinde tutularak sadece gerekli durumlarda goriintii alma karari

verilmelidir (Ludlow ve ark., 2006).
4.2.2. KIBT ve etkin doz

KIBT 1 etkin dozu, hastanin radyasyona maruz kalma miktarini belirlemek i¢in kullanilan ve
alinan radyasyonun biyolojik etkilerini degerlendiren bir 6l¢iittlir (Pauwels ve ark., 2012). Etkin
doz, milisievert (mSv) cinsinden ifade edilir. insan viicudunun farkli bolgeleri radyasyona karsi
farkli duyarliliktadir. Etkin doz da bu farkliliklar1 dikkate alarak toplam maruziyetin biyolojik
etkisini degerlendirir (Lofthag-Hansen ve ark., 2011). Ayrica ¢cekim parametreleri, kullanilan
cihazin tiirli, cekim alan1 (FOV), ¢oziiniirliikk ve hastanin pozisyonu KIBT’in etkin dozunu
degistirir (Pauwels ve ark., 2012). KIBT in etkin dozu diger goriintiileme yoOntemleri ile
kiyaslanirsa medikal BT den daha diisiik ancak panoramik radyografiden daha yiiksek tespit
edilmistir (Ludlow ve ark., 2006).



Cekim alaninin biiytikliigii etkin doz tizerinde belirleyici bir faktordiir. Biiyiik FOV’lar, daha
genis bir alan1 kapsadigi icin daha yliksek doz gerektirir (Loubele ve ark., 2009). Kiiciik
FOV’lar ise yalnizca belirli bir bolgeye odaklanarak etkin dozu diisiiriir (Silva ve ark., 2008).
Kiigiik voksel boyutlar1 daha fazla radyasyon gerektirir. Bu da yiiksek ¢oziiniirliik gerektiren
cekimlerde daha yiiksek etkin doz demektir (Hatcher, 2010). Farkli model ve markadaki KIBT
cihazlarinin etkin dozlarinda da farkliliklar gozlenmektedir. Cihazlar arasinda doz
farkliliklarinin temel nedeni kullanilan teknoloji ve goriintiileme protokolleridir (Pauwels ve

ark., 2012).
4.3. Tyonize Radyasyonun Canh Doku Uzerinde Olusturdugu Etki Evreleri

Fiziksel Evre (Fizikokimyasal Etkiler): Iyonize radyasyon, dokulardan gegerken atomlarin
ve molekiillerin elektronlarini ¢ikararak iyonizasyon meydana getirir. Bu da su gibi viicutta
bulunan molekiillerin serbest radikallere doniismesine sebep olur. Serbest radikaller, 6zellikle
hiicre icinde DNA gibi molekiillerin fonksiyonlari tizerinde olumsuz etkiler yaratabilir (Hall ve

Giaccia, 2006).

Kimyasal Evre: Iyonize radyasyonun olusturdugu serbest radikal ve reaktif oksijen tiirleri;
hiicre zar1, proteinler DNA ile etkilesebilir. Bu bazen organizmanin kompanse edebilecegi
hasarlara sebep olabilirken bazen DNA {iizerinde dogrudan hasar olusturarak hiicre boliinmesini

ve DNA onarim mekanizmalarin etkileyebilir (Little, 2000).

Biyolojik Evre: Hiicrede, DNA hasar1 sonucu ya apoptozis gozlenir ya da kanser olarak
adlandirilan kontrolsiiz hiicre bdliinmeleri izlenir. Viicutta rejenerasyonun hizli oldugu
hematopoetik, gastrointestinal sistem dokulari radyasyona daha duyarlidir. Kisa ve yogun veya
kronik ve uzun maruziyet kanser gibi mortal seyreden hastaliklara sebep olabilir. Iyonize
radyasyonun, kanser riskini dogrudan arttiran bir faktor oldugu kanitlanmistir (Hall ve Giaccia,

2006; Little, 2000)
4.4. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, reaktif ve kararsiz yapidaki kimyasal molekiillerdir. Bu reaktiflikleri
nedeniyle, biyolojik molekiillerle hizlica etkilesime girebilitler (Valko ve ark., 2007). Iyonize
radyasyonun bir atom veya molekiilden elektronlar1 ¢ikarmasiyla gelisen siirece iyonizasyon
ad1 verilmektedir. Bu siire¢ sonucunda viicutta yaygin olarak bulunan su gibi biyomolekiiller

iyonize olur ve hidroksil radikali (-OH) gibi reaktif serbest radikaller olusur. Olusan serbest
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radikaller, DNA, proteinler ve hiicre zar1 gibi hiicresel yapilara zarar verebilir. Ozellikle DNA
tizerinde ¢ift zincir kiriklar1 gibi hasarlara sebep olarak potansiyel kanser gelisimine zemin

hazirlayabilirler (Spitz ve ark., 2004).
4.4.1. Lipitler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, hiicrede zincirleme oksidatif reaksiyonlara sebep olabilir. Ornegin, hidroksil
radikalleri (-\OH) hiicre zarmin ¢ogunlugunu olusturan doymamais yag asitleri ile etkilesime
girer. Ik asamada lipid oksidasyonu gergeklesip, hemen ardindan lipit radikalini olusturur. Bu
radikal de diger yag asitlerinin radikallesmesine neden olarak daha fazla serbest radikal

olusmasina neden olur.

Lipit peroksidasyonu sonucu, hiicre zarmin akiskanligi ve gegirgenligi bozulur. Bu durum
homeostaz denilen hiicre i¢i ve hiicre dis1 dengenin bozulmasiyla ve hiicresel islevlerin yerine
getirilememesiyle sonuglanir. Lipit bariyerin ve beraberindeki proteinden olusan kanallarin
zarar gormesi, toksik bilesiklerin hiicre i¢ine girmesine veya hiicredeki 6nemli bilesenlerin

disar1 sizmasina yol agabilir. Bu durum hiicre 6liimii veya apoptozla sonuglanir.

Lipit peroksidasyonu siirecinde malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksi -2-nonenal (4-HNE) gibi
toksik bilesikler olusur. Bu bilesikler hiicresel proteinler ve DNA ile etkilesime girerek baska
hasarlara da neden olabilir (Ayala ve ark., 2014).

4.4.2. Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller, proteinlerde oksidasyona, karbonilasyona, tiyol grubu oksidasyonuna veya
aromatik amino asit hidroksilasyonu gibi modifikasyonlara sebep olabilir. Bunlar icerisinde
ozellikle siilfiir iceren amino asitlerin ve aromatik halkalarin, reaktif oksijen tiirlerine karsi

hassas oldugu gozlenmistir.

Okside proteinlerde sadece yapisal degisiklikler degil, islev kayiplar1 da gozlenebilir.
Enzimatik aktivitelerde azalma, hiicresel sinyal iletiminde bozulma ve protein-protein
etkilesimlerinde kopmalar gozlenir. Hiicrede biriken okside proteinler, yanlis katlanmis
proteinlerin olusumuna neden olmaktadir. Hiicre i¢in toksik olan bu durum, protein

agregatlarinin olusumuna yol agmaktadir.



Oksidatif stres ve protein oksidasyonu, Alzheimer hastaligi, Parkinson, diyabet ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklarla iliskilendirilmistir. Okside proteinlerin
hiicrede birikmesi, 6zellikle norodejeneratif hastaliklarda goriilen hiicre oliimlerine neden

olmaktadir (Stadtman ve Levine, 2000).

4.4.3. Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlar iizerine etkileri, protein ve lipit gibi diger biyomolekiillere
gore daha az belirgindir. Hiicresel enerji metabolizmas1 veya yapisal islev degisikliklerine
sebep olabilirler. Serbest radikaller, karbonhidratlarin yapisindaki hidroksil gruplari ile
etkilesime girerek ve karbonil gruplarini olusturarak oksidatif degisikliklere yol acabilir. Bu
etkilesim dolayli yoldan kollajen ve elastin gibi yapisal proteinleri, dolayisiyla hiicre dist

matriksin yapisal biitiinliigiinii etkileyebilir.

Serbest radikaller, sekerleri proteinlerle reaksiyona sokarak ileri glikasyon son tirtinleri denilen
bilesikleri olusturabilir. Bu bilesiklerin dokularda birikmesi, yaglanma siirecini hizlandirir ve
diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi kronik hastaliklarla iliskilendirilir. AGE birikiminin,
hiicre yiizeyindeki reseptorlerle etkilesime girerek hiicre i¢i sinyal yollarinda bozulmalara

neden oldugu goézlenmistir (Baynes ve Thorpe, 1999).

4.4.4. DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikaller 6zellikle oksidatif stres altinda hiicresel DNA’nin zarar gérmesine neden
olmaktadir. Bu durum, hiicre mutasyonuna, hiicresel islev bozukluklarina uzun vadede kanser

gibi hastaliklara yol acabilmektedir.

Serbest radikaller, DNA’nin yapisinda bulunan bazlara ve seker-fosfat iskeletine zarar vererek
oksidatif DNA hasarina neden olur. DNA iizerindeki en ciddi hasarlardan birini olusturan
hidroksil radikali, baz modifikasyonlarina, tek veya ¢ift zincir kiriklarina yol acabilmektedir.
DNA bazlari, serbest radikallerin saldirisina ugradiginda 8-okso-guanin gibi okside olmus
DNA bazlar1 olugturmaktadir. Bu tiir modifikasyonlar, yanlis eslesmelere ve mutasyonlara yol

acabilmektedir.

Onarillamayan DNA hasari, genomik instabilite ve bunun sonucunda hiicrenin yasam
dongiisiinde aksakliklar ile seyreder. Hiicrede mutasyonlar ve ilerleyen zamanlarda kanser

geligebilir. Serbest radikaller, hiicrenin mitoz dongiisiinde kontrol mekanizmasi olarak gorev
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alan p53 geninde mutasyonlara yol acabilir. Bu durum hiicresel kontrol mekanizmalarini

bozarak hiicrelerin kontrolsiiz cogalmasina neden olur (Valko ve ark., 2007).

4.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicudu serbest radikallerin zararlarindan koruyan gesitli enzim ve molekiillere antioksidan
savunma sistemi ad1 verilmektedir. Serbest radikaller, oksidatif stres ile hiicrede zarar meydana
getirir. Bu durum kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet gibi c¢esitli hastaliklarla
iligskilendirilmistir. Antioksidan savunma sistemi, oksidatif stresi azaltarak hiicresel yapilari
korur. Antioksidanlar olusumuna goére endojen (viicutta iiretilen) ve eksojen (besinlerden
alinan) olarak gruplandirilir. Endojen antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD),
katalaz, glutatyon peroksidaz gibi enzimler bulunur. Eksojen antioksidanlar ise C vitamini, E
vitamini, beta-karoten gibi besinlerden alinan maddelerdir. Bu molekiiller, serbest radikallerin

etkisini notralize ederek hiicrelere zarar vermelerini engellemektedir (Halliwell ve Gutteridge,

2015).

4.6. Oksidan-Antioksidan Sistem Parametreleri

Oksidan ve antioksidan sistem parametreleri, viicudun oksidatif stres durumunu
degerlendirmek i¢in kullanilan biyokimyasal gostergelerdir. Bu parametreler oksidanlar ve
antioksidanlar arasindaki dengeyi belirleyerek, viicutta oksidatif stresin varligini veya

antioksidan savunmanin yeterliligini anlamamiza yardimei olur.
4.6.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz, viicudun oksidanlara karsi1 ilk savunma hattini olusturarak oksidatif hasara
kars1 hiicrelerin korunmasini saglar. Hiicrelerde dogal yollardan olusan siiperoksit radikalini
(O2") daha az toksik bir madde olan hidrojen peroksite (H202) doniistiiren ve hiicresel oksidatif
stresin yonetiminde kilit rol oynayan bir enzimdir. Hidrojen peroksit ise devam eden siiregte
katalaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimler tarafindan suya ve oksijene doniistiiriilerek

zararsiz hale getirilir.

SOD, {ii¢ ana izoforma sahiptir:

SOD1 (Bakir-Cinko SOD): Sitoplazmada bulunmaktadir.
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SOD2 (Manganez SOD): Hiicresel enerjinin iretildigi mitokondride yer alarak buradaki

radikallere kars1 etkinlik gosterir.

SOD3 (Ekstraseliiler SOD): Hiicre dis1 alanlarda siiperoksit radikallerini etkisiz hale getirerek
oksidatif hasara kars1 koruma saglar. Bu nedenle dolasim sistemi ile bag dokular1 i¢in dnemli

bir savunma hatt1 olusturur.

Azalmis SOD aktivitesi, artan oksidatif stresle iliskili ALS, Alzheimer hastaligi,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve hatta baz1 kanser tiirleri gibi ¢esitli hastaliklara yol acabilir

(McCord ve Fridovich, 1969).

Kardiyovaskiiler sistemde 6zellikle oksidatif stresin artisi, damar endotel hiicrelerine zarar
verir. Ateroskleroz, hipertansiyon, kalp yetmezligi gibi hastaliklara neden olabilmektedir. SOD,
bu oksidatif hasar1 sinirlayarak damar sagligini korumada énemli bir rol oynar (Madamanchi

ve Runge, 2013).

4.6.2. Lipit Peroksidasyonu (LPO)

Hiicre zarindaki doymamis yag asitlerinin oksijen radikalleri ile reaksiyona girmesine lipit
peroksidasyonu denir. Lipit peroksidasyonu, hiicre zarinda bulunan doymamis yag asitlerinin
serbest radikallerle reaksiyona girmesi sonucu olusan bir siirectir. Bu siireg, hiicre zarinin
yapisal biitiinliigiiniin ve islevselliginin bozulmasina neden olur. Lipit peroksidayonu oksidatif
stresin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilir ve malonaldehit bu durumun en yaygin belirteci

olarak kullanilir (Ayala ve ark., 2014).

4.6.3. Nitrik Oksit (NO)

Nitrik oksit (NO), suda ¢oziinebilen ve lipit membranina serbest diflizyon ile gegebilen bir gaz
molekiiliidiir. Fazladan bir elektrona sahip olan serbest radikal formu son derece reaktif ve
zararlidir (Bredt, 1999). 1900’lerin sonlarinda, NO’nun vaskiiler endotelde iiretildigi ve yine
bulundugu damarda vazodilatasyona yol ag¢tig1 bildirilmistir (Palmer ve ark., 1987). Endojen
NO, vazodilatasyon, bagisiklik tepkileri, norotransmisyon, apoptoz, iireme, gen
transkripsiyonunun diizenlenmesi, mRNA translasyonu ve proteinlerin translasyon sonrasi
modifikasyonlari gibi bir¢ok fizyolojik durumda yer alir. Hiicresel siireclerde 6nemli bir efektor

ve sinyal iletim molekiilii olarak gorev yapar (O'dell ve ark., 1991).
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4.6.4. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT) enzimi, reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunda kritik rol oynayan bir
oksidorediiktaz enzimidir (Beers ve Sizer, 1952). Ozellikle, aerobik solunumun yan iiriinii
olarak iiretilen hidrojen peroksitin par¢alanmasini katalize ederek hiicreyi oksidatif strese kars1
korur (Abbott ve ark., 2009). Bu 6zelligi nedeniyle, katalaz enzimi 6nemli bir antioksidan
enzim olarak kabul edilmektedir. Katalaz enzimi, genis bir filogenetik dagilima sahip olup hem
aerobik hem anaerobik organizmalarda bulunur. Son derece yiiksek bir katalitik kapasiteye
sahip olan bu enzimin bir molekiilii, saniyede bir milyondan fazla hidrojen peroksit substratini
parcalayabilmektedir. Bu yiiksek doniisim hizi, katalazin biyolojik sistemlerde etkin bir
antioksidan savunma mekanizmasi olarak islev gérmesini saglamaktadir (Loncar ve Fraaije,

2015; Zamocky ve Koller, 1999).

4.6.5. Glutatyon-s-transferaz (GST)

Glutatyon-s-transferaz, hiicrelerin oksidatif stresi karsisinda nemli bir rol oynayan enzim
ailesidir. Bu enzimler, reaktif oksijen tiirleri ve toksik maddeler gibi zararl bilesikleri glutatyon
(GSH) ile birlestirerek hiicreler i¢in daha az zararli hale getirir. GST’ler, bu reaksiyonlar1
katalize ederek toksik maddelerin hiicreden atilmasini ve detoksifikasyon siirecini kolaylastirir.
GST, birgok yabanci kimyasal maddeyi (6rnegin, ilag metabolitleri, ¢evresel toksinler) ve
hiicresel metabolizma yan {riinlerini glutatyon ile konjuge ederek, bu bilesiklerin suda
¢ozlinebilir hale gelmesini saglar. Viicuttan bu maddelerin atilmasini kolaylastirir. GST, serbest
radikallerin neden oldugu oksidatif hasar1 azaltarak hiicrelerin yaglanmasini ve hasarini onler.
Bdylece hiicresel yapilarin ve DNA’nin oksidatif strese karsi korunmasinda yardimci olur. Bazi
GST izoenzimleri, kanserojenlerin metabolizmasinda onemli bir rol oynar. Bu enzimler,
kanserojen maddeleri detoksifiye ederek hiicrelerin genetik materyalinin hasara ugramasini ve
kanser geligsme riskini azaltabilir. GST, alfa, mii, pi ve teta gibi farkli izoformlar, viicudun cesitli

organlarinda bulunur ve farkli substratlara spesifik olarak etki edebilirler (Hayes ve ark., 2005).

4.7. Iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonize radyasyon, biyolojik sistemler iizerinde dogrudan veya dolayli yollardan hiicrelere

zarar verebilir. Ornegin iyonize radyasyon hiicrelerin genetik materyali olan DNA’ya dogrudan
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zarar vererek DNA kiriklar1 ve mutasyonlara yol acabilmekte ve bu da hiicresel fonksiyonlar:
bozarak uzun vadeli saglik sorunlara neden olabilmektedir (Brenner ve Hall, 2007). Iyonize
radyasyon ayrica dolayli olarak serbest radikaller olusturarak oksidatif strese yol acar. Bu
serbest radikaller, lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve hiicre zarinda hasar gibi ciddi
biyolojik hasarlar meydana getirir (Azzam ve ark., 2012). Iyonize radyasyonun biyolojik
etkileri, deterministik ve sitokastik olarak iki ana kategoriye ayrilir. Deterministik etkiler belirli
bir esik doza ulasilmadan goriilmez ve esik doz asildiginda etkilerin siddeti dozla birlikte artar.
Ornegin, akut radyasyon sendromu ve ciltte yaniklar gibi etkiler deterministik etkilerdir. Bu tiir
etkilerde, yiliksek dozlar hiicre 6liimiine veya organ hasarina neden olabilir (Hall ve Giaccia,
2006). Sitokastik etkiler ise herhangi bir esik doza bagl olmaksizin diisiik dozlarda bile ortaya
cikabilir ve alinan doz arttikga etkilerin olasilig1 artar; ancak siddeti degismez. Sitokastik
etkilere drnek olarak kanser ve genetik mutasyonlar verilebilir. Radyasyonun neden oldugu
DNA mutasyonlari, uzun vadede kanser riskini arttirabilir ve iireme hiicrelerinde meydana
geldiginde kalitsal olarak gelecek nesillere aktarilabilir (Little ve ark., 2012). Yiiksek dozda
radyasyon, akut radyasyon sendromuna yol acarak mide bagirsak sisteminde hiicre dliimiine
neden olur; bu da bulanti, kusma ve ishal gibi belirtilerle kendini gdsterir (Williams ve ark.,
2010). Diisiik dozlarda bile uzun siireli radyasyon maruziyeti, kardiyovaskiiler sistemde hasara
yol agarak kalp ve damar hastaliklar1 riskini arttirabilir (Little ve ark., 2012). Hiicreler,
radyasyon kaynaklit DNA hasarin1 onarmak i¢in ¢esitli mekanizmalara sahip olsa da, bazi
durumlarda onarim mekanizmalar1 yeterli olmayabilir ve kalict hasar meydana gelebilir
(Jackson ve Bartek, 2009). Bu kalic1 hasar hizli boliinen hiicrelerde daha yaygin olarak goriiliir.
Ciinkii radyasyon, 6zellikle kemik iligi ve gastrointestinal sistem gibi hizli hiicre dongiisiine

sahip dokularda daha fazla hasara yol agar (Hall ve Giaccia, 2006).

4.8. Iyonize Radyasyonun Hamilelik Sirasindaki Etkileri

Hamilelik sirasinda iyonize radyasyona maruz kalinmasi, fetiis lizerinde cesitli etkiler
olusturabilir. Bu etkiler, maruz kalinan doz miktarina ve gebeligin hangi asamasinda
radyasyona maruz kalindigma bagl olarak degisiklik gosterir. Iyonize radyasyon, hiicrelerde
DNA hasarina yol acarak hiicre 6liimiine, mutasyonlara veya anormal hiicre boliinmesine neden
olabilir. Bu durum 6zellikle fetiis gibi hizli boliinen hiicrelerin bulundugu gelisim agamalarinda
daha risklidir. Hamilelik déneminde radyasyona maruziyet, dogumsal anomaliler, biiyliime
geriligi, norolojik gelisim bozukluklar1 ve kanser riskinde artis gibi sonuglar dogurabilir (Brent,

2009).
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4.8.1. Preimplantasyon evresi

Iyonize radyasyonun gebeligin preimplantasyon doénemi (ddllenmeden implantasyon
asamasina kadar olan, yaklasik 1-2 hafta) lizerindeki etkileri genellikle ‘ya hep ya hi¢’ ilkesi
dogrultusunda gerceklesir. Preimplantasyon evresinde embriyo yalnizca birkag hiicreden olusur
ve hiicrelerin ¢cogu heniiz farklilasmamistir. Radyasyonun etkileri embriyonun hayatta kalma
veya Olim ihtimali iizerinde yogunlasir. “Ya hep ya hi¢’ ilkesine gore; radyasyona maruz
kalmanin sonucunda embriyo ya tamamen yok olur (implantasyon gerceklesmez) ya da hayatta
kalir ve normal gelisimine devam eder. Embriyonun bu evredeki hiicreleri pluripotenttir; yani
zarar goren hiicrelerin yerini saglikli olanlar alabilir. Bu nedenle diisiik doz radyasyonda hayatta

kalma sans1 daha yiiksektir (Chang ve ark., 2021; Streffer ve Molls, 1987).

4.8.2. Organogenez Evresi

Organogenez, embriyonun organlarinin sekillenmeye bagsladig kritik bir evredir. Bu siireg,
embriyonik gelisimde yaklasik li¢iincii ve sekizinci haftalar arasinda gergeklesir ve bu donemde
gelismekte olan embriyo, dis etkenlere karsi oldukga hassas hale gelir. Iyonize radyasyon, bu
hassasiyeti artiran 6nemli bir ¢evresel etkendir. Organogenez sirasinda iyonize radyasyona
maruz kalmak, embriyonun gelisiminde geri doniisii olmayan degisimlere neden olabilir.

Iyonize radyasyon, yiiksek enerjisi nedeniyle embriyonik hiicrelerin DNA’sinda kirilmalara yol
acabilir. DNA hasari, hiicre 6liimii veya mutasyon ile sonuglanabilir ve bu durum organlarin
gelisiminde yapisal ve fonksiyonel bozukluklara neden olabilir (Little, 2000). Ozellikle
organogenez siirecinde hizli hiicre boliinmesi ve farklilasmasi oldugu i¢in, radyasyonun etkileri
daha belirgin hale gelir. Yiiksek doz radyasyon, hiicresel yapinin bozulmasina, hiicre 6limii ve
organ gelisiminde aksamalara neden olabilirken, diisiik doz radyasyon da yapisal degisikliklere
yol agabilir (Otake ve Schull, 1993). Sinir sisteminin gelisimi organogenez ddneminde
basladig1 i¢in, merkezi sinir sistemi bu donemde iyonize radyasyona en duyarli yapilardan
biridir (Radiation, 2000). Organogenez sathasinda radyasyona maruz kalan embriyolarda
zihinsel gerilik, mikrosefali ve sinirsel iglev bozukluklari gibi ciddi sorunlar gériilebilir (Otake

ve Schull, 1998)
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4.8.3. Fetal Donem

Fetal donem, insan gelisiminin embriyonik donemden sonraki agsamasini ifade eder ve gebeligin
9. haftasindan doguma kadar olan siireci kapsar. Bu siirecte temel organ yapilar1 olusmus olup,
fetiis hizla biiyiir ve organ sistemleri iglevsel hale gelmeye baglar. Beynin gelisimi ac¢isindan
kritik bir evre oldugundan, radyasyona maruz kalma zihinsel gerilik, 6grenme giigliikleri ve
davranigsal sorunlar gibi norolojik bozukluklara yol acabilir (Otake ve Schull, 1998). Yiiksek
dozda iyonize radyasyona maruz kalmak, fetiisiin biiylime hizimi etkileyebilir ve dogumda
diistik agirlikli bebek dogumuna yol agabilir. Bu durum o6zellikle hamileligin ilerleyen

donemlerinde radyasyona maruz kalindiginda daha belirgindir (Brent, 2009).

4.9. Radyasyondan korunma

Radyasyondan korunma, 6zellikle medikal amagli radyasyona maruz kalan hastalar ile tip ve
dis hekimligi alanlarinda saglik ¢alisanlari i¢in biiyiik 6nem tasir. Radyasyondan korunmada en
etkili yontemlerden biri fokusla obje arasindaki mesafeyi ya da diger bir deyisle 151n kaynagina
olan mesafeyi arttirmaktir. Radyasyon kaynagindan uzaklastik¢a, maruz kalinan radyasyon
miktar1 ters kare kanununa gore azalir. Yani radyasyona maruz kalma siiresi ne kadar kisa
olursa, alinan doz o kadar diisiik olur. Bu nedenle, radyasyonla ¢alisanlarin miimkiin oldugunca
hizli ¢alismalart 6nerilir (Martin ve Sutton, 2015). Radyasyondan korunmada kursun onliik,
tiroid koruyucu ve gozliik gibi kisisel koruyucu ekipmanlar, maruziyeti azaltmada énemli bir
rol oynamaktadir. Kursun, x-i1ginlarint ve gama 1sinlarini biiyiik Olgiide absorbe ederek
radyasyonun viicuda ulagmasini engeller (Valentin, 2007). Radyasyona maruz kalan saglik
calisanlar1 i¢in dozimetreler kullanilarak almman dozlarin diizenli olarak takip edilmesi
onemlidir. Ayrica, her yil maksimum kabul edilen doz simirlarinin asilmamasi gereklidir.
Uluslararas1 Radyasyondan Korunma Komisyonu (ICRP) tarafindan belirlenen yillik doz
sinirlari; radyasyon calisanlart igin 20 mSv, halk i¢in ise 1 mSv olarak belirlenmistir (ICRP,
2007). Radyasyon kaynaklarinin bulundugu alanlarda duvarlarda kursun veya beton
kullanilarak radyasyon gecisi engellenir. Bu yontem, radyasyonun yayilmasini sinirlayarak
cevredeki bireylerin korunmasini saglar. ALADA (As Low As Diagnostically Acceptable),
radyasyondan korunmada en onemli prensiplerden biridir. Bu prensip, tibbi goriintiileme
sirasinda radyasyon dozunun miimkiin olan en diisiik seviyeye indirilmesini, ancak tanisal
kaliteyi koruyacak ol¢lide olmasini ifade eder (Jaju ve Jaju, 2015; Sedentext, 2012; Sherer ve
ark., 2013).
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4.9.1. Embriyo ve fetiisiin radyasyondan korunmasi

Embriyo ve fetiis, hizl1 hiicre boliinmesi ve farklilasma siirecleri nedeniyle radyasyona karst
son derece duyarhidir. Radyasyon gelisimsel anomalilere, diisiik riskine, dogumsal kusurlara ve
ilerleyen yaslarda kanser riskine yol agabilir Bu nedenle radyasyondan korunma
protokollerinin uygulanmasi biiyiikk 6nem tasir. Hamilelik sirasinda 6zellikle ilk trimesterde
radyasyon maruziyetinden kaginilmalidir. Bu dénemde hiicrelerin hizli boliinmesi ve organ
gelisimi gerceklesir ve dolayisiyla embriyo radyasyona karst en hassas donemdedir. Tibbi
goriintlileme veya tedavi gibi zorunlu durumlarda radyasyon maruziyetini azaltmak i¢in kursun
onliikler ve diger koruyucu ekipmanlar kullanilmalidir. X-151n1 veya diger iyonize radyasyon
gerektiren gorilintiileme yontemleri yerine ultrason veya MRI gibi radyasyon icermeyen
alternatif yontemler tercih edilmelidir. Radyasyon uygulanacak alani miimkiin oldugunca

siirlamak, embriyo ve fetiisiin maruz kaldig1 dozu azaltmak i¢in 6nemlidir (Brent, 2009).

4.10. Apoptoz ile iliskili genler

4.10.1. bax geni

Apoptozda 6nemli bir rol oynayan pro-apoptotik bir gendir ve hiicre 6liimii mekanizmalarinda
aktif rol alir. bax, 6zellikle mitokondriyal yoldan apoptozu baslatmada etkilidir. bc/-2 protein
ailesinin bir iyesidir ve bcl/-2 ailesindeki anti-apoptotik proteinlerin aksine, hiicre olimii
stirecini baglatir. bax, hiicresel stres sinyalleri aldiginda mitokondri zarinda goézenekler
olusturarak sitokrom c gibi apoptozu aktiflestiren faktorlerin sitoplazmaya salinmasini saglar,
bdylece kaspaz kaskadini baglatir ve hiicreyi kontrollii bir sekilde apoptoza yonlendirir (Oltval
ve ark., 1993).

4.10.2. bcl-2 geni
bcl-2 geni, apoptoz siirecinde hiicreyi koruyan anti-apoptotik bir gendir. Hiicre oliimiinii
engelleyerek hiicre yasam siiresini uzatir. bcl-2, mitokondriyal zar iizerinde bulunur ve pro-

apoptotik proteinlerin (6rnegin, bax) mitokondriye baglanmasini engelleyerek sitokrom c

salmimin1 onler. Bu sekilde, kaspaz kaskadinin baslatilmasini durdurarak apoptoz siirecini
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baskilar. bcl-2nin bu etkisi, 6zellikle kanser hiicrelerinde proliferasyonu tesvik eden 6nemli bir

faktor olarak kabul edilmektedir (Tsujimoto ve Croce, 1986).

4.10.3. p53 geni

p53, hiicre dongiisiinlin diizenlenmesinde ve hiicrede DNA hasar tespit edildiginde apoptoz
stirecinin baglatilmasinda 6nemli rol oynayan bir tiimor baskilayici gendir. ‘Genomun
koruyucusu’ olarak bilinen p53, DNA hasar1 veya stres durumlarinda hiicre dongiisiinii
durdurarak onarim siirecine olanak saglar. Hasar onarilmadiginda ise apoptozu tetikleyerek
kontrolsiiz hiicre bdliinmesini engeller ve kanser gelisimini 6nleyici bir savunma mekanizmasi
olusturur. Ancak p353 geninde mutasyon meydana geldiginde, bu kontrol mekanizmasi bozulur.
Hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasina bagli olarak timor olusumu kaginilmaz hale gelir. Timor
baskilayici genlerin islev kaybi, apoptoz siirecinin bozulmasina neden olarak kanser gelisimi

ve hiicresel dengesizliklere yol agabilir (Egilmezer, 2019; Levine, 1997).

4.11. Iyonize Radyasyon ve Kardiyogenez

Iyonize radyasyon, embriyonik dénemde kardiyogenez siirecini olumsuz etkileyerek kalp
hiicrelerinde DNA hasarina, oksidatif strese ve gelisimsel anomalilere yol acabilir. Iyonize
radyasyon, DNA molekiillerinde tek veya c¢ift sarmalli kirilmalara yol acarak hiicrelerde ciddi
hasarlara neden olur. Bu tiir DNA hasari, hiicrelerde apoptoz ve nekroz gibi siirecleri
baglatabilir. Embriyonik donemde, kardiyomiyositlerde meydana gelen bu tiir hasarlar kalp
hiicrelerinin sayisinda azalmaya yol agarak kalbin gelisimsel siirecini olumsuz etkileyebilir. Bu
durum Ozellikle embriyonik gelisim sirasinda radyasyona maruz kalan organizmalarda
gozlenmistir. Kisaca iyonize radyasyon kalp gelisimi ve islevi lizerinde ciddi sonuclar
dogurabilir ve dogustan gelen kalp hastaliklar1 gibi saglik sorunlarinin temelini olusturabilir.
Bu yiizden embriyonik donemde radyasyon maruziyetinin kontrolii ve minimum diizeyde
tutulmasi, kalp gelisiminin saglig1 acisindan biiyiilk 6nem tagimaktadir (Helm ve ark., 2016;

Little, 2016).
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4.11.1. slc8al geni

slc8al geni, insanlarda sodyum/kalsiyum degisiminden sorumlu olan ve hiicre i¢i kalsiyum
homeostazinin diizenlenmesine katkida bulunan bir proteini kodlamaktadir (Liu ve ark., 2018).
Bu gen tarafindan kodlanan sodyum/kalsiyum degistirici 1 (NCX1) proteini, plazma
membraninda bulunur ve hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini dengelemek amaciyla Ca*? iyonlarini
Na® iyonlar ile degistirerek iyonik dengenin korunmasini saglar (Piccirillo ve ark., 2018).
slc8al geni, Ozellikle kardiyak kas hiicrelerinde yiiksek diizeyde eksprese edilmekte olup, kalp
kast kasilmalarinin diizenlenmesinde kritik bir rol iistlenmektedir (Ren ve Philipson, 2013).
Bunun yani sira, genin ekspresyonu iskelet kasi, beyin kasi gibi ¢esitli dokularda da
gozlenmistir (Piccirillo ve ark., 2018). Genetik haritalama calismalar1 slc8al geninin insan
kromozomu 2p21-p23 boélgesinde yer aldigini gostermektedir (Shieh ve ark., 1992). Bu
lokasyon, genin diizenlenmesini ve fonksiyonlarmi etkileyen cesitli transkripsiyonel ve
epigenetik faktorler acisindan 6nem tasimaktadir. Sonug olarak, s/c8al geni ve kodladigi NCX1
proteini, basta kardiyomiyositler olmak iizere bir¢ok dokuda kalsiyum homeostazini
diizenleyen kritik bir bilesen olarak gorev yapmaktadir. Bu genin mutasyonlar1 ve
reglilasyonundaki anormallikler, kardiyovaskiiler hastaliklarin yani sira nérolojik bozukluklarla
da iligkilendirilmekte olup, gelecekte terapdtik hedefler agisindan 6nemli bir arastirma konusu

olarak degerlendirilmektedir.

4.11.2. rarg geni

Retinoik asit reseptor ailesine ait olan rarg (Retinoik asit reseptorii gamma) geni, transkripsiyon
faktoriinii kodlayan bir gendir. Retinoik asit, hiicresel proliferasyon, gelisim, hiicresel 6liim ve
homeostaz gibi olaylarda gorev alan bir sinyal molekiiliidiir (Mark ve ark., 2009). rarg geni,
kalp hiicresinin gelisimi ve fonksiyonunda da énemli bir rol oynar. Son aragtirmalar, rarg
genindeki belirli varyantlarin, 6zellikle de rs2229774 tek niikleotid polimorfizminin (S427L),
antrasiklin grubu kemoterapi ilaglarinin neden oldugu kardiyotoksisite riskini arttirabilecegini
gostermektedir. Bu varyant, rarg’nin fonksiyonunu azaltarak, kalp hiicrelerinin doxorubicin
gibi ilaglara kars1 daha hassas hale gelmesine yol agabilir (Christidi ve ark., 2020). Ayrica
rarg’nin topoisomerase 2 (TOP2B) enziminin ekspresyonunu baskilayarak, antrasiklinlerin
kalp tizerindeki toksik etkilerini azaltabilecegi one siirlilmektedir. rarg’nin bu baskilayici
etkisinin azalmasi, TOP2B seviyelerinin artmasina ve dolayisiyla kardiyotoksisite riskinin

yiikselmesine neden olabilecegi bildirilmistir (Hasbullah ve ark., 2022). Bu bulgular rarg
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genindeki varyantlarin 6zellikle de rs2229774’{in, antrasiklin kaynakli kardiyotoksisite riskini
ongdrmede biyobelirte¢ olabilecegini gdstermektedir. Bu nedenle, kemoterapi dncesi genetik
taramalarla bu varyantin tespiti, hastalarin kardiyotoksisite riskinin degerlendirmesinde faydali

olabilir (Magdy ve ark., 2021).

4.11.3. ugtla6 geni

ugtla6 (UDP-glukuronosiltransferaz 1A6) geni, cesitli ilaglarin ve toksik maddelerin
detoksifikasyonunda rol oynayan bir enzim kodlar. Bu enzim, antrasiklinler gibi kemoterapotik
ajanlarin metabolizmasinda da gorev alir. Antrasiklinler, 6zellikle doksorubisin, etkili
antikanser ilaglar1 olmalarina ragmen kardiyotoksisite riski tasirlar. Yapilan arastirmalar, ugt/a6
genindeki  belirli  polimorfizmlerin, antrasiklin  kaynakli  kardiyotoksisite  riskini
etkileyebilecegini gostermektedir. Ornegin, ugtla6 rs17863783 varyanti, kardiyotoksisite risk
belirteci olarak giiclii kanitlara sahiptir. Bu nedenle, doksorubisin ve/veya daunorubisin alan
pediatrik kanser hastalarinda bu varyantin test edilmesi 6nerilmektedir (McDermott-Roe ve Ky,

2020).

4.12. Model Organizma Olarak Zebra Bahg:

Cyprinidae familyasina ait kiigiik bir teleost balig1 olan zebra baligi, biyotipta, 6zellikle sinir
biliminde, kanserde, toksikolojide ve farmakolojide model organizma olarak yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Son yillarda zebra balig1 dental arastirmalarinda da tercih edilen bir model
organizma haline gelmistir (Karaman ve ark., 2020; Unal ve Emekli-Alturfan, 2019). Zebra
baliginda dis dollenme gerceklesir, bu da seffaf zebra baligi embriyosuna dogrudan erigimi
miimkiin kilarak toksisite ve ilag¢ kesfi gelisimini izlenebilir kilmaktadir. Ayrica zebra baliginda
insan genlerinin %76’sinin ortologlar1 bulunmaktadir, bu da onu genetik arastirmalar i¢in tercih
edilen bir organizma yapar (Sieber ve ark., 2019). Organogenez siirecinde, embriyo/fetiis
radyasyona kars1 en savunmasiz durumdadir ve hamilelik sirasinda radyasyona maruz kalmanin
etkisi gebelik asamasina bagl olarak degisir. Ancak etik nedenlerden dolay1 fetiisiin arastirma
amaciyla kullanilmasi1 yasaktir (Brent, 2009). Bilimsel amaglarla kullanilan hayvanlarin
kullanilmasina iliskin AB Direktifi 2010/63/EU’ya gore, hayvanlarin en erken yasam evreleri
hayvan deneyleriyle ilgili diizenleyici ¢ergevelerin kapsamina girmemektedir. Bagimsiz
beslenme, serbest yasayan larvalarin hayvan deneylerine yonelik diizenlemelerine tabi oldugu

asama olarak kabul edilir. Zebra balig1 embriyolar1 fertilizasyondan itibaren 120 saat sonra
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bagimsiz beslenebilen organizmalar olarak kabul edilir. Bu nedenle, zebra baliklartyla yapilan
deneyler, fertilizasyondan sonraki 120 saat itibariyla hayvan deneylerine iliskin diizenlemelere
tabi olmalidir. Bu durum, fertilizasyondan sonraki ilk 5 giin, zebra balig1 embriyosunun,
radyasyonun organogenez siirecine etkilerinin incelenmesi agisindan uygun bir model

organizma olmasini saglar (Strahle ve ark., 2012).

4.13. Zebra Bahgimin Gelisim Asamalari

Zebra baligi yumurtalari, dollenmenin ardindan yar1 saydam ve seffaf bir goriinim
kazandigindan, dig ortamda kolaylikla izlenebilir. D6llenmis yumurtalar yaklasik 45 dakika
icinde ilk hiicre boliinmesine ugrar ve bu slirecte blastodisk yapisi olusur. Blastomerlerin
béliinmesi 15 dakikada bir gercekleserek, embriyonun hiicre sayisin1 hizla arttirir. Ik asama
olan zigot agsamasinin ardindan 45 dakika ile 2 saat arasinda devam eden yarilma asamasi gelir.
Yarilma asamasini izleyen blastula asamasi, 2 saatten 5,5 saate kadar siirer ve embriyonun
hiicrelerinin daha organize bir yapiya ulagmasimi saglar. Bu asamanin ardindan gelen
gastrulasyon, 5 saat ile 10 saat arasinda gerceklesir ve embriyo hiicreleri ice dogru hareket
ederek {i¢ ana hiicre tabakasi olan ektoderm, mezoderm ve endodermi olusturur. Gastrulasyon
asamasinin tamamlanmasinin ardindan segmentasyon asamasi baglar ve yaklasik 10 saatten 24
saate kadar siirer. Bu siirecte, embriyonun omurga ve kas sisteminin temel yapi taglar1 olan
somitler gelisir. Pharyngula asamasi ise 24 ile 48 saat arasinda tamamlanir ve embriyo daha
belirgin bir sekle kavusur. Kalp atis1 gozlemlenebilir hale gelir ve sinir sistemi daha fazla gelisir.
Kulucka agamasi 48-72 saat arasin1 kapsar. Zebra balig1 embriyosunun gelisiminin ileri diizeye
ulastig1 ve organ sistemlerinin islevsel hale gelmeye basladigi bir donemdir. 72 saatten sonra
embriyo, larva agamasina gecer. Bu asama embriyonun bagimsiz bir organizma olarak
gelisimini slirdiirdiigii kritik bir donemdir. Embriyo artik kendi basina hareket edebilir hale
gelir. Kas ve sinir sistemlerinin daha gelismis olmas1 sayesinde ylizme hareketleri baslar. Bu
cevreyle daha fazla etkilesime gegebilmesine olanak tanir ve yavas yavas ¢evreye adaptasyon

siireci baglar (Kimmel ve ark., 1995).

4.14. Zebra Bahginda Kardiyogenez

Zebra baligi embriyosunda gelisen ilk organ kalptir (Stainier, 2001). Zebra balig

kardiyogenezi, yani kalp gelisim siireci, gelisim biyolojisi alaninda 6nemli bir aragtirma
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konusudur. Zebra balig1, kalp gelisiminin dis ortamda kolayca gézlemlenebilmesi ve bu siirecin
ayrintili olarak incelenebilmesine olanak saglar. Bu nedenle, kalp morfogenezinin, hiicre
hareketlerinin ve molekiiler sinyallerin incelenmesinde ideal bir model organizma olarak kabul
edilir. Kardiyogenez, kalp hiicrelerinin farklilagmasi, organizasyonu ve islevsel bir kalp

yapisina doniismesi ile ilerleyen karmasik bir siirectir.

4.14.1. Zebra Bahginda Kardiyogenez Asamalari

Kalp alanmmin belirlenmesi ve hiicre gocii: Zebra baligi embriyolarinda kardiyogenez,
gastrulasyon asamasinda baslar. Hiicreler, mezoderm tabakasinda organize olur ve kalp alani
olarak bilinen bolgeyi olusturur. Bu agsamada kalp hiicrelerinin progenitdr hiicreleri belirlenir

ve go¢ ederek kalp yapisini olusturmak igin organizasyon saglar (Stainier ve Fishman, 1992).

Kalp tiipiiniin olusumu: Kalp progenitdr hiicreleri, embriyonun ventral kisminda birleserek
tek bir kalp tlipli olusturur. Bu yapi, zebra baliginda kardiyogenezin temel yapisidir ve kalp
hiicrelerinin organize bir yapiya doniismesi burada baglar. Kalp tiipii olusumuyla birlikte,

hiicrelerin boliinmesi ve farklilagmasi baglar (Glickman ve Yelon, 2002).

Boliimlenme ve oda gelisimi: Kalp tiipli olustuktan sonra, bu yap1 ventrikiil ve atrium olarak
bilinen iki ana odaya ayrilmaya baglar. Boliimlenme siireci, kalbin gelisiminde 6nemli bir
adimdir ¢linkii her iki odanin gelisimi ve iglevsel 6zellikleri bu siiregte belirlenir (Yelon ve ark.,

1999)

Valf ve kan akisi diizenlenmesi: Kalp odalarinin farklilagmasi sirasinda, kalpteki kan akisini
diizenleyen valfler olusur. Bu valf yapilari, kanin dogru yonlerde akmasini saglar ve kalp
kaslariin ritmik olarak kasilmasina olanak tanir. Bu agama, kalbin islevselligi agisindan kritik

bir oneme sahiptir (Bartman ve ark., 2004).

Kalp atis1 ve kan dolasiminin baslamasi: Yaklasik 24 saat sonra zebra balig1 embriyosunda
kalp atiglar1 baslar. ilk asamada diizensiz olan bu kasilmalar, zamanla senkronize hale gelir. Bu
siireg, kanin kalp boyunca etkili bir sekilde dolagmasini saglar ve embriyonun gelisimi igin

gerekli oksijen ve besinlerin tasinmasina yardimci olur (Stainier, 2001).
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Son olarak molekiiler diizeyde kardiyogeneze bakacak olursak, zebra balig1 gelisimi sirasinda
cesitli genler ve sinyal yolaklar etkindir. Nkx2.5 ve Gata4 gibi transkripsiyon faktorleri, kalp
hiicrelerinin farklilagsmasinda 6nemli roller oynar. Ayrica, Wnt ve BMP gibi sinyal yolaklari,
hiicrelerin boliinmesi, gogii ve farklilasmasi siireclerinde kritik diizenleyici roller {istlenir

(Tirosh-Finkel ve ark., 2006).

4.15. Zebra Bah@ Kalp Atim Hiz

Zebra baligi kalp atim hizi, embriyonik gelisimin farkli evrelerinde degisiklik gdsterir.
Arastirmacilar tarafindan kalp gelisimi, ¢evresel etkiler ve toksikoloji ¢calismalarinda énemli
bir biyomarker olarak kullanilir. Zebra baliginin kalp atim hizi, ¢evresel kosullara, sicaklik
degisikliklerine ve embriyonik gelisim evresine bagh olarak degisebilir. (Baker ve ark., 1997).
Kalbin ilk atimlar1 aritmik ve kontrolsiizdiir (Kimmel ve ark., 1995). Yaklasik 20 hpf’de, kalp
tiipii olusur; bu tiip gelismekte olan dolasim sistemine heniiz baglanmamistir, ancak kendini
kasabilir. Tki kalp odas1 (ventrikiil, atriyum) 30 hpf’de farklilasmaya baslar ve yaklasik 36
hpf’de kalp atis1 belirgin ve diizenli hale gelir (Barrionuevo ve Burggren, 1999).

4.16. Zebra Bahginda Sinus Venozus (SV) ile Bulbus Arteriosus (BA) Aras1 Mesafe

Zebra baligt embriyosu ve yetigkinlerin kardiyak anatomisi, gelisimsel biyoloji ve
kardiyovaskiiler caligmalar i¢in 6nemli bilgiler sunar. Zebra baliginda sinus venozus ve bulbus
arteriosus kalbin 6nemli yapilaridir. Sinus venozus, zebra balig1 kalbinde kanin toplandig ilk
bolgedir ve kalbe gelen deoksijenize kani alir. Bu yapi kalbin elektriksel uyarilarin baslatildigi
birincil pacemaker bdlgesi olarak islev goriir. Insan kalbindeki sinoatriyal diigiime benzer bir
rol istlenir. Embriyonik gelisim sirasinda, SV kalp atim hizinin diizenlenmesinde dnemli bir
rol oynar. Bulbus arteriosus, zebra balig1 kalbinde kani ventrikiilden aorta tasimadan Once
basinct diizenleyen elastik bir yapidir. BA kan akisinin diizgiin bir sekilde ilerlemesini saglar
ve kan basincini diizenleyerek damarlarda olusabilecek ani basing dalgalanmalarini 6nler (Hu
ve ark., 2000). SV ve BA arasindaki mesafe, kalbin fonksiyonel verimliligini ve kanin kalp
icindeki yolculugunu anlamada 6nemli bir parametredir. SV-BA arasindaki mesafe, kalbin
odaciklarinin diizgiin bir sekilde olusup olusmadigini ve kalp tlipliniin dogru eksende
katlanmasini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Ayrica kalp gelisiminin normal seyrini ve

kalp atim dongiisiiniin koordinasyonunu etkileyebilir. Anormal bir mesafe, embriyonik kalpteki
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yapisal sorunlar1 veya fonksiyonel bozukluklari yansitabilir. SV-BA mesafesi, kalpte kan
akisinin diizenlenmesi ve pompalama islevinin saglikli bir sekilde ger¢eklesmesi acisindan
onemli bir rol oynamaktadir. Bu mesafede meydana gelen degisiklikler, hemodinamik stres ve
kardiyovaskiiler fonksiyonlardaki olas1 aksakliklar1 gosterebilir. Embriyonik evredeki
degisiklikler ve bu yapilar arasindaki mesafe, kalp fonksiyonlarinin degerlendirilmesinde kritik

oneme sahiptir (Hu ve ark., 2000; Schwerte ve Pelster, 2000; Stainier, 2001).

4.17. Zebra Bahgi ile insan Kalbinin Karsilastirilmasi

Zebra balig1, kalp gelisimi ve kardiyovaskiiler aragtirmalar i¢in énemli bir model organizma
olarak kullanilir. Bunun temel nedeni, zebra balig1 kalbinin, yapisal ve genetik diizeyde insan
kalbi ile bir¢ok benzerlige sahip olmasidir. Zebra balig kalbi, insan kalbine benzer sekilde dort
odaciktan olusmaz; ancak embriyonik evredeki temel islevleri yerine getiren iki odacikli bir
yapt vardir. Bu yapi, memelilerdeki kalbin erken gelisim agamalarina benzer 6zellikler tasir
(Bakkers, 2011). Zebra balig1 ve insan kalpleri arasinda kardiyovaskiiler gelisimden sorumlu
genler biiyiik 6lciide benzerdir. Ornegin; NKX2.5, GATA4 ve TBXS5 gibi kalp gelisiminde rol
oynayan genler her iki tiirde de bulunur ve benzer fonksiyonlara sahiptir (Staudt ve Stainier,
2012). Zebra baligi embriyolari, seffaf yapisi sayesinde kalp atim hizi ve kardiyak
fonksiyonlarin gézlemlenmesine olanak tanir. insan kardiyovaskiiler hastaliklar1 ve ilag testleri

iizerine yapilan ¢aligmalarda 6nemli bir model olarak kabul edilir (Bakkers, 2011).

4.18. Kardiyotoksisite Caliymasinda Zebra Bah@inin Avantajlar

Zebra balig1 embriyosu, geleneksel hiicre kiiltiirii modellerine nazaran bir¢ok avantaj sunan ¢ok
hiicreli bir organizma olarak kabul edilmektedir (De Esch ve ark., 2012; Garcia ve ark., 2016;
Hill ve ark., 2005; Planchart ve ark., 2016). Eksternal gelisim gosteren zebra balig1 embriyolari,
cevresel bir etkene maruz birakildiginda, stereomikroskop yardimiyla kalp gelisiminin
dogrudan izlenmesine olanak tanir. Zebra baligt embriyosunda kalp atis hizi Slglimleri,
kimyasal kardiyak bilesenlerle olan etkilesimlerinin degerlendirilmesi ve kalp 6demi gibi
yapisal bozukluklarin gorsellestirilmesi miimkiindiir (Milan ve ark., 2003). Caligmalarda,
dogum Oncesinde cesitli teratojenlere maruz kalindiginda, insanlarda ve zebra baliklarinda
benzer kalp kusurlarinin ortaya ¢iktig1 gézlenmistir (Sarmah, Chism 111, ve ark., 2016; Sarmah

ve Marrs, 2013; Sarmah, Muralidharan, ve ark., 2016). Ozetle, anne viicudu disinda hizla
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gelisme ve kardiyogenez asamalarinin goriintiilenmesine olanak taniyan embriyonun seffaf
goriintiisti, zebra balig1 embriyosunu kardiyak teratojenite taramalar1 i¢in uygun bir model

haline getirir (Hill ve ark., 2005).
Tim bu bilgiler 1s518inda caliymanin amaci, son yillarda dis hekimliginde diagnostik

amacgla yaygin olarak kullanilan KIBT cihazindan kaynaklanan iyonize radyasyonun,

embriyonik kardiyak gelisim iizerindeki etkilerini molekiiler diizeyde degerlendirmektir.
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5. GEREC ve YONTEM

Zebra balig1 embriyolarinin elde edilmesi ve biyokimyasal parametrelerin analizi, Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Zebra Balig1 Arastirma Laboratuvarinda; konik 1sinlt
bilgisayarli tomografi kaynakli radyasyona maruziyet islemleri ise Marmara Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali Rontgen biriminde
ylriitilmiistiir. Zebra balig1 embriyolar iizerinde 120 saatlik gelisim siiresine kadar yapilan
caligmalarda etik kurulu onay1 gerekmemektedir. Dolayistyla, bu tez ¢alismasinda etik kurul

onayina bagvurulmamistir.

Bu tez Marmara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Komisyonu tarafindan TDH-2024-11331

proje kodu ile desteklenmistir.
5.1. Zebra Bahklarinin Bakim ve Beslenme Prosediiri

Bu arastirmada, ZEBTEC akvaryum sisteminde yetistirilmis ve iireme olgunluguna ulasmis
AB/AB susu yabani tip zebra baliklarindan elde edilen embriyolar kullanilmistir. Zebra
baliklari, bilgisayar kontrollii inkiibasyon tankinda (ZEBTEC Mini system) yetistirilmistir.
Embriyo verimini arttirmak amaciyla optimum cevre kosullari olusturulmustur. Sistem,
baliklarin tiremesi icin gerekli olan biyolojik ritmi saglamak adina 14 saat aydinlik ve 10 saat
karanlik bir dongiiye ayarlanmigtir. Sicaklik 28+1°C seviyesinde, nem orani ise %61 diizeyinde
sabitlenmis ve bu parametreler otomasyon sistemi ile stirekli izlenmistir. Suyun pH degeri
6,9-7,2 araliginda korunmustur. Baliklarin yasam ortaminin temizligi, UV filtreleme ve fiziksel
sistemlerle saglanmistir. Baliklara giinde iki kez kuru yem ve bir kez canli yem verilerek

diizenli bir beslenme programi uygulanmaistir.

Sekil 2. ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi
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5.2. Zebra Baliklarindan Embriyo Eldesi

Zebra baliklari, 151k dongiisiine bagl ireme davranislari sergileyen model organizmalar olarak
bilinmektedir. Giines 15181n1n etkisiyle iireme faaliyetlerini baslatan bu baliklar, uygun ¢evre
kosullart saglandiginda yumurta ve sperm salinimi gerceklestirir, bdylece embriyo iiretimi
miimkiin hale gelir. Disi zebra baliklari, erkeklere gore daha sis ve belirgin bir karin yapisina
sahiptir. Ciftlesme tanklarinda, disi ve erkek balik oran1 2:1 olarak diizenlenmis ve karigimlarini
onlemek i¢in tank igine uygun aparatlar yerlestirilmistir. Bu yontem, yeterli embriyo sayisina
ulagsmak amaciyla dort farkli tankta uygulanmis ve toplamda dort kez tekrar edilmistir. Giin
1s181min etkisiyle baliklarin iireme davranislarini gosterebilmesi icin aparatlar kaldirilmis ve
tank dipleri diizenli olarak kontrol edilmistir. Déllenmis embriyolar, tank altindaki delikler
aracilifiyla toplanmistir. Yeterli miktarda embriyo elde edilene kadar bu islem stirdiiriilmiistiir.
Déllenen embriyolar stereomikroskop altinda degerlendirilmis; dollenmeyen embriyolar ise

28°C’de E3 ¢ozeltisi igerisinde etlivde uygun kosullarda saklanmistir (Bhasin ve ark., 2016).

i

Lrkek Zebra bahig

Sekil 3. Zebra baliklarinin yetigkin bireylerinin belirlenmesi ve eslestirme tank1

5.3. Zebra Bahg Embriyolar1 X-Isim1 Maruziyet Gruplar1 ve Uygulamasi

Zebra balig1 embriyolarinin radyasyona en hassas doneminin embriyo gelisiminin 2’nci saati
(2 hpf) oldugu bildirilmistir (Honjo ve Ichinohe, 2019; McAleer ve ark., 2005). 2 hpf’deki zebra
balig1 embriyolart 16 hiicreli agsamada iken, kontrol ve maruziyet grubu i¢in ayri ayr1 2 adet

petri kutusuna 150°ser adet 1 ml E3 ¢6zeltisi i¢inde embriyo yerlestirilmistir.

Calismada Fakiiltemizde Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali rontgen biriminde

ekstraoral ii¢ boyutlu ¢cekimlerde diagnostik amacla kullanilmakta olan C kollu, igerisinde diiz
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panellerde 13x13 cm boyutlarinda aktif yiizeye sahip, 2.5 mm Al filtrasyonu i¢eren Planmeca
Promax 3D Mid dental voliimetrik cihazi (Planmeca Oy, Helsinki, Finland) kullanilmistir.
Bu tez ¢alismasinda maruziyet grubuna 90 kVp, 10 mA sabit dozda 18 saniye boyunca iyonize

radyasyon uygulanmistir.

Iyonlastiric1 radyasyonun birim kiitledeki maddeye ilettigi enerji miktarini saptamak amactyla
bu calismada dozimetrelerden faydalanilmistir. Her bir 1sinlama i¢in 6l¢iime hazir, su veya
stvidan etkilenmeyecek, olduk¢a diisikk dozlarda radyasyona duyarli, optik uyarlamali
luminesens dozimetre (OSL, Epsilon Landauer Dozimetri Teknolojileri, Atasehir, Istanbul)
hedef bolgeye (embriyolarin ic¢inde bulundugu petri kutusuna) Ol¢lime hazir sekilde
yerlestirilmistir. OSL dozimetrenin i¢inde radyasyona kars1 duyarli olan 0,3 mm kalinliginda
iki tabaka polyester arasinda sandvi¢ edilmis bir Al203:C kristal tabakasi bulunur. OSL
dozimetreler S5keV-20MeV enerji araligindaki gama, x-151n1 ve beta radyasyon tipleri hakkinda
bilgi verebilmekte ve buna bagli olarak da radyasyon dozunu dlgebilmekte ve bunun i¢in 6zel
bir doz algoritmas1 kullanilmaktadir. OSL dozimetreler yaklasik 2,5x4 cm boyutlarinda olup
minimum raporlanan doz seviyesi 0,05 mGy olarak bildirilmistir. Bu 6zellikleriyle en diisiik
olarak yaklasik 0,10 mGy’e dek Ol¢lim yapabilen termoliiminesens film dozimetrelere gore
daha duyarlidir (Jursinic, 2007). OSL dozimetre pencere yapisi/barkodlu kismi yukar1 gelecek
sekilde embriyolarin bulundugu petri kutusuna yerlestirilmistir. Boylelikle elde edilen esdeger

doz Sievert (Sv), sogurulan doz Gray (Gy) birimleriyle tespit edilmistir (ImSv=1 mGy).

Diizenekte yer alan embriyolar 2 hpf’de tek bir 1simnlama olmak suretiyle X-151n1 maruziyeti
gerceklestirilmistir. Zebra balig1 lizerinde yapilacak deneysel kurulumda 4 adet dozimetre
kullanilmistir. Bu dozimetrelerden biri kontrol grubu olarak kullanilmis olup, diger ii¢ii KIBT
icinde 1s1mnlamaya maruz birakilmistir. Isinlanan {i¢ dozimetrenin ortalamasi alinarak esdeger
doz ve sogurulan doz degerleri saptanmistir. Belirtilen dozimetrelerin okunmasi i¢in AlLO3
dedektorlerini kullanan Auto 200 Dozimetre okuyucu (Glenwood, Illinois, ABD) cihaziyla
gerceklestirilmistir.

Kontrol ve maruziyet grubunda bulunan embriyolarin morfolojik degisimleri deney siiresi olan
5 giin (120 hpf) boyunca Zeiss Sterio Discovery V8 mikroskobu altinda incelenirken, ayr1 ayri
gruplarin goriintiileri, malformasyonlari, mortaliteleri (6liim orani) koryondan ¢ikis (hatching

oranlar1 fertilizasyondan sonra 24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde diizenli olarak kaydedilmistir.
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120. saatin sonunda gruplarda sag kalan embriyolar serum fizyolojik ile homojenize edilerek

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

Tablo 1. Deney gruplari

Deney Grubu Maruziyet

Kontrol Grubu (K) Herhangi bir radyasyon uygulanmamis
saglikli embriyolardan olusan grup

X-Ray Grubu (XR) 90 kVp, 10 mA sabit dozda 18 saniye
1sinlama

Sekil 4. Deneyin uygulanisi. 24 ¢ukurlu kiiltiir plag: icerisinde yer alan embriyolar, KIBT
cihazinda 90 kV, 10 mA sabit dozunda radyasyona maruz birakilmistir

Sekil 5. Dozimetrenin 1sinlanmasi. OSL dozimetre, embriyolarin maruz kaldigi radyasyon

dozunu 6lgmek amaciyla KIBT cihazinda konumlandirilmistir
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5.3.1. Kontrol grubu cozeltisi ve uygulama

2 hpf boliinme evresinde segilen kontrol grubundaki embriyolar, petri kaplarina 1 ml E3
cozeltisi icerisinde, her bir kapta 150 embriyo olacak sekilde yerlestirilmistir. E3 ¢ozeltisi; 5
mM NacCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaClz ve 0,33 mM MgSOs bilesenlerinden hazirlanmistir.

(ozeltinin pH seviyesi 7,2 olarak ayarlanmis ve tamponlama amaciyla NaHCOj3 eklenmistir.

5.4. Kullamilan Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlar Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Deneyde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka

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

Santrifiij Sigma 1-16K, Sigma

Vorteks V-1 PLUS, Biosan

pH metre Hanna HI 2211

Hassas terazi Shimadzu ATX224

Otomatik pipet Rainin

Homojenizator Tissuelyser LT, Qiagen

Etliv Niive EN 400

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

Distile su cihaz1 Elge Option-Q Ultra saf su sistemi
Buzdolabi Indesit TAA 12V

Termostat EHEIM thermocontrol

Kamera Canon Zoom Lens 5X IS
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5.5. Kullanilan Kimyasallar

Tablo 3. Deneyde kullanilan kimyasallar

Sodyum karbonat (Na,CO3)

Merck 1.06392.1000

Sodyum hidroksit (NaOH)

Merck 1.06482.1000

Bakar (IIT) siilfat

Fisher Chemical C/8600/50

Sodyum potasyum tartarat

Merck 1.08087.1000

Folin ¢ozeltisi Sigma-Aldrich F9252
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma-Aldrich S9888
Alblimin Sigma-Aldrich A3912
Tiyobarbiirik asit (TBA) Sigma-Aldrich T5500-25G
Triklorasetik asit (TCA) Acros 421451000
Hidroklorik asit (HCI) Merck 1.00317.2500
n-biitanol (C4HyOH) Sigma-Aldrich 4800/17

Cinko siilfat heptahidrat (ZnS0O4.7H20)

Merck 1.08883.1000

Vanadyum (IIT) Kloriir (VCl3)

Acros 197000250

Stlfanilamid (SULF) Sigma-Aldrich S9251
N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir | Merck 1.06237.0025
(NEDD)

Dipotasyum hidrojen fosfat (K2HPO4)

Sigma-Aldrich P2222-100G

Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)

Sigma-Aldrich P5655-100G

Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4)

Sigma-Aldrich 255793-10G

Sodyum Etilendiamin tetraasedik asit (Na-

EDTA)

Sigma-Aldrich E4884-100G

Riboflavin (Bs veya C12H20N4Op)

Fisher Bioreagents SBP167-50

o-dianisin

Acros 407890050

L-Glutatyon (GSH)

Sigma Aldrich — G4251 -5G

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

Acros 160511000

Ditiyobisnitro-benzoat (DTNB)

Sigma-Aldrich -D8130

Propil4-Hidroksibenzoat (propil paraben;PP)

Sigma-Aldrich P 53367-56

2-propilvalerik asid (Valproik asit; VPA)

Sigma-Aldrich P4543-10G

Serum fizyolojik
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Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich P 41640-2,5 L
Potasyum kloriir (KCI) Sigma-Aldrich P101575967
Kalsiyum klortir (CaCly) Sigma-Aldrich P101624562
Magnezyum siilfat (MgSOs) Sigma-Aldrich P101612225

5.6. Zebra bahig1 embriyolarinda siniis venosus (SV)- bulbus arteriosus (BA) aras1 mesafe

olciimiiniin yapilmasi

Zebra balig1 embriyolarinda SV-BA aras1 mesafeyi 6l¢mek i¢in, mikroskop altinda ¢ekilen
goriintiiler Image J (Fiji) yaziliminda analiz edilmistir (Schindelin ve ark., 2012). Ol¢iim islemi
su adimlarla gerceklestirilmistir. Zebra balig1 embriyolarina ait mikroskop goriintiileri JPEG
formatinda kaydedilip ve Image J yazilimia aktarilmustir. Olgiim islemi éncesinde goriintiilerin
cozlniirliik ve oOlgek bilgileri dogrulanmis, mikroskop goriintiilerinde mesafelerin dogru
dlgiilmesi igin yazilima goriintiiye ait dlgek (mikron/piksel) bilgisi girilmistir. Olgek,
mikroskopta kullanilan kalibrasyon cetveli temel alinarak belirlenmistir. Sinus venosus ve
bulbus arteriosus bolgeleri gorsel olarak tanimlandi ve her iki yap1 arasindaki dogrusal mesafe
manuel olarak Line Tool (¢izgi arac1) ile isaretlenmistir. Isaretlenen bolge, ‘ Analyze>Measure’
komutu ile 6l¢iilmiis, elde edilen dl¢lim verileri otomatik olarak milimetre (mm) cinsinden
kaydedilip Excel’e aktarilarak istatistiksel analize hazir hale getirilmistir (Antkiewicz ve ark.,

2005; Mi ve ark., 2020).

5.7. Zebra Balig Kalp Atim Hizi Ol¢iimii

Zebra balig1 embriyolarinin kalp atim hizin1 6lgmek amaciyla, 48., 72. ve 96. saatlerde birer
dakikalik videolar ¢ekilmistir. Bu videolar 6ncelikle .mp4 formatinda kaydedilmistir. Ardindan,
VirtualDub yazilimi kullanilarak bu videolar .avi formatina doniistiiriilmiis olup, .avi
formatindaki videolar, Image J (Fiji) yazilimina aktarilmistir (Schindelin ve ark., 2012). Kalbin
ventrikiil bolgesi yazilimda ROI (Region of Interest) olarak secilmis olup, ROI manuel olarak
cizilerek dogrulugu gozle kontrol edilmistir. Belirlenen ROI’deki piksellerin zamanla degisen
parlaklik yogunlugu 6l¢iilmiis olup, bu degisimler kalp atiminin her bir dongiisii ile iliskili
dalgalanmalar1 gdstermistir. ‘Analyze>Plot Z-axis Profile’ komutu kullanilarak secilen
ROI’den zaman serisi verileri ¢ikarilmistir. Bu grafik zamanla yogunluk degisimini gosterip,

yogunluk degisim grafigindeki pikler (tepe noktalari) analiz edilerek belirli bir zaman
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dilimindeki kalp atim sayis1 hesaplanmistir. Elde edilen pikler, kalp atimlarini temsil etmistir.

Veriler Excel’e aktarilip grafikler olusturuldu ve istatistiksel analizlere hazir hale getirilmistir.

Sekil 6. Zebra balig1 embriyosunda kalp atim hiz1 6l¢tim adimlari. (A) ROI (Region of interest)
secimi. (B) Z- eksen profili olusturma. (C) Piksel yogunlugu zaman serisi grafigi. (D) Kalp

atim hizinin tepe noktalarinin belirlenmesi. (E) Kalp atim hiz1 6l¢timii.

Yukarida yer alan sekle gore, Zebra balig1 embriyosunun kalp bolgesi belirlenerek ROI (Region
of Interest) secimi yapilmaktadir. Bu adimda analiz edilecek alan belirlenerek goriintii isleme
siirecine baglanir (Sekil 6A). Image J yaziliminda ‘Plot Z-axis Profile’ komutu kullanilarak
secilen ROI i¢indeki piksel yogunlugu zaman serisi olarak analiz edilir. Bu islem, kalp atim
hizina dair ham verileri elde etmek icin gereklidir (Sekil 6B). Secilen bolgedeki piksel
yogunlugu degisimleri grafige dokiilerek kalp atimina bagli osilasyonlar gozlemlenir (Sekil
6C). Elde edilen zaman serisi verileri iizerinden ‘Find Peaks’ fonksiyonu kullanilarak
maksimum ve minimum noktalar belirlenir. Bu adim, kalp atim sayisinin dogru bir sekilde
hesaplanabilmesi i¢in 6dnemli bir agamadir (Sekil 6D). Maksimum noktalar, sistol sirasinda
piksel yogunlugunun en yliksek oldugu anlari, minimum noktalar ise diyastol sorasinda piksel
yogunlugunun en diisiikk oldugu anlar1 temsil etmektedir. Maksimum ve minimum noktalar

belirlenerek kalp atim hizi (beats per minute, BPM) hesaplanir (Sekil 6E).
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5.8. Akridin Turuncusu (AO) Boyama Yo6ntemi

Zebra balig1 embriyolarinda KIBT kaynakli iyonize radyasyona maruziyetin kalp bdlgesinde
neden oldugu apoptotik hiicrelerin tespiti i¢in akridin oranj (AO) boyama yoOntemi
kullanilmistir. Deney kapsaminda, iyonize radyasyona maruz birakilan zebra baligi embriyolari
72 hpf sonunda toplandi ve embriyo kiiltiir ortaminda {i¢ kez fosfattan zengin tampon ¢ozeltisi
(PBS) ile yikandi. Yikama islemini takiben, embriyolar 37°C’de karanlik kosullarda, 20 dakika
siireyle 5 mg/L. konsantrasyonunda AQO igeren kiiltlir ortaminda inkiibe edildi. AO, apoptotik
hiicrelerin ¢ekirdeklerine baglanarak floresan sinyaller olusturdu ve bu sinyallerin
gorsellestirilmesine olanak sagladi. Inkiibasyon sonrasinda, embriyolar trikain ile anestezi
altina alind1 ve apoptotik hiicrelerin 6zellikle kalp bolgesindeki yogunlugunu incelemek icin
floresan stereomikroskop kullanilarak goriintiilendi. Kalp bdlgesinde yer alan apoptotik

hiicreler, parlak ve graniiler yesil sinyaller seklinde gézlemlendi.

5.9. Biyokimyasal Parametreler

5.9.1. Oksidan ve antioksidan parametrelerin incelenmesi

5.9.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayini
Calisma prensibi:

SOD aktivitesi, riboflavin ile baglatilan o-dianisidinin foto-oksidasyon hizini arttirma
kapasitesiyle Ol¢tilmektedir. Riboflavinin floresans 151k altinda siiperoksit radikalleri
olusturarak bu radikallerin SOD enzim aracilifiyla hidrojen peroksite doniismesini saglar.
Ortaya ¢ikan H20», o-dianisidin ile reaksiyona girerek renkli bir iirlin meydana getirir. SOD
aktivitesi arttik¢a olusan renkli {irlin miktar1 da artig gosterir. Olusan renkli {iriiniin absorbansi

460 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir (Mylroie ve ark., 1986).

Gerekli Cozeltiler

¢ Fosfat Tamponu (50 mM, pH = 7,8): 0.136 gram KH>PO4 ve 0.697 gram KoHPO4 tartilip
ayrt ayr1 bir miktar distile su i¢inde ¢Oziilmiis, ardindan ¢dzeltiler birlestirilerek toplam
hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce pH

kontrol edilerek 7,8’e ayarlanmigstir.
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e Fosfat tamponu + 0,1 mM hk Na-EDTA: 0,0037 gram Na-EDTA tartilir biraz 50mM Ik
fosfat tamponunda ¢oziiliir ve hacmi 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 ml’ye tamamlanir.

e Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7,5): 0,041 gram KH>PO4 ve 0,122 gram K:HPO4
tartilip ayr1 ayr distile su iginde ¢oziiliir, birlestirilir ve hacmi distile su ile 100 ml’ye
tamamlanir. Hacim 100 ml ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilir, pH 7,5’a ayarlanur.

¢ Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin pH=7,5 olan 100 ml potasyum fosfat tamponunda
¢cOzdiirilmiistiir.

e 0- dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 ml distile suda ¢6zdiiriildiikten sonra kullanilacagi

zaman slizdiirilmiistiir.

Deneyin Yapihsi:

%10 gramlik embriyo homojenati, 4000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Elde
edilen Siipernatant, 1/10 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilmis ve Tablo 4’te belirtilen
sekilde analiz edilmistir.

Numune, standart ve kor olmak {izere 3 deney ayr1 deney tiiptinde hazirlanmigtir.

Tablo 4. SOD aktivitesi tayini

Numune Kor
Fosfat Tamponu

(pH=7.8) 2,6 ml 2,6 ml
o- dianisidin 0,1 ml 0,1 ml
Distile Su -- 0.1 ml

Dilue siipernetant 0.1 ml --

Her tiipe 30 sn ara ile 0,2 ml riboflavin konur, vorteksle karistirilir. Plastik makro
kiivette 460 nm ‘de absorbans okunur

5.9.1.2. Lipit peroksidasyon ( LPO ) tayini

Calisma prensibi:

LPO fiiriinlerinden malondialdehit (MDA) ve tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon

sonucu olugsan pembemsi rengin absorbansi spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir.
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Gerekli Cozeltiler :

e NaOH (1 M): 4 gram NaOH tartilmis, bir miktar distile suda ¢6zililmiis ve toplam hacim
distile su ile 100 ml’ye tamamlanmugtir.

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

o Triklorasetik asit (TCA) cozeltisi (1,22 M, 0,6 M HCI deki): 20 ml TCA (%100 g TCA)
ile 5 ml HCI1 (% 37 g lik, d=1,19 g/dl lik HCI) karistirilmis ve toplam hacim distile su ile 100
ml’ye tamamlanmaigtr.

¢ n-butanol: Direkt olarak orijinal siseden kullanilmistir.

Deneyin Yapihis

2 tane deney tiipii alinarak numune ve kor olmak iizere isaretlenir ve asagidaki gibi ¢aligilir.

Tablo 5. LPO aktivitesi tayini

Numune Kor
Embriyo
homojenati 0.25ml )
Distile su - -
TCA 1,25 ml -
Vortekste karistirildiktan sonra 15 dk bekletilmistir.
TBA 0,75 ml -
Vorteks ile karigtirilir ve 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilmistir.
n-butanol 2 ml I ml
(Cozeltiler eklendikten sonra deney tiipleri vorteks ile karistirilmis ve 3000 rpm’de 10

dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ust fazdan 1 ml n-butanol almmis ve 532 nm’de cam
kiivette, kore kars1 absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Olgiim sonuglari, MDA’nin ekstinksiyon

katsayis1 (1,56x10° M-'em™) kullanilarak hesaplanmistir (Ledwozyw ve ark., 1986).
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5.9.1.3. Total nitrik oksit (NO) tayini

Calisma prensibi:

Nitrat, vanadyum (III) kloriir yardimiyla nitrite indirgenir. Elde edilen nitrit, siilfanilamid ve N-

(1-Naftil) etilendiamine dihidrokloriir ile asidik ortamda reaksiyona girerek diazonyum bilesigi

olusturur. Bu renkli kompleksin absorbansi 540 nm’ de spektrofotometrik olarak 6l¢iiliir.

Gerekli Cozeltiler

e 0,3 M NaOH c¢ozeltisi: 0,6 g NaOH bir miktar distile su i¢inde ¢oziilmiis ve hacim, distile
su ile 50 ml’ ye tamamlanmuistir.

e %10’luk ZnSO4: 5 g ZnSO4 ya da 8,9 g ZnS0O4.7 H2O bir miktar distile suda ¢oziilmiis ve
toplam hacim 50 ml’ye tamamlanmistir.

e 1 M HCI: 4,20 ml HCI 6lgiilerek alinmis ve distile su ile hacim 50 ml’ye tamamlanmaistir.

e VCls: 0,4 g VCI3 bir miktar 1 M HCI de ¢oziiliir ve lizerine ayni ¢ozelti ile 50 ml’ ye
tamamlanir.

e %5’lik HCI: 5,67 ml %37’lik HCI’nin iizerine hacim 50 ml olacak sekilde distile su
eklenmistir.

e %2’lik SULF(Siilfanilamid): 0,5 g Siilfanilamid tartilir, 25 ml % 5’ lik HCI igerisinde
¢Oziiliir.

e %0,1’lik NEDD (N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidrokloriir): 0,025 g NEDD tartilir. Bir
miktar deiyonize suda ¢ozliir ve {izeri deiyonize su ile 25 ml’ ye tamamlanir.

Deneyin Yapihisi

Embriyo homojenat1 4000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmistir. 0,3 ml siipernatant alinarak iizerine

0,3 ml 0,3 M NaOH eklenmistir. Karisim oda sicakliginda 5 dk bekletilmis, ardindan 0,3 ml

%10’luk ZnSO4 eklenerek vortekslenmigtir. Cozelti +4°C‘de 14000 rpm’de 5 dk santrifij

edilmistir. Ust faz alinmis ve tekrar ayn1 kosullarda santrifiij edilmistir. iki adet deney tiipii

alinir, kor ve numune olarak isaretlenerek asagidaki gibi ¢aligilir.

Tablo 6. Nitrik oksit tayin yontemi

Numune Kor
Deprotenize Sivi 0,3 ml -
Distile Su - 0,6 ml
VCI; 0,3 ml 0,3 ml
SULF 0,15 ml -
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NEDD 0,15 ml ]
30 dk 37 °C’de etiivde inkiibe edilir.

Absorbans degerleri, 540 nm’de kore kars: olgiilmiistiir. Sonuglar 53000 M-!/cm! ekstinsiyon

katsayis1 ile % pmol cinsinden hesaplanir (Miranda ve ark., 2001).

5.9.1.4. Katalaz (CAT) aktivitesi tayini

Calisma prensibi:

Katalaz enzimi; H>0O2’nin H>O’ya doniisiimiinii katalize eden bir enzimdir. Bu dontigiim 240
nm’de absorbansin azalmasiyla takip edilebilir. Absorbansin 1 dakikadaki azalmasinin katalaz

enzim aktivitesini yansittig1 bilinmektedir.

Gerekli Cozeltiler:

e Fosfat tamponu (50 mM, ph=7,0):

6,81 g KH2PO4ve 8,90 g Na,HPO4.2H,0 ayr1 ayri bir miktar distile suda ¢ozlilmiis ve her biri

distile su eklenerek 1000 ml’ye tamamlanmistir. KH2PO4’ten 1 hacim NaxHPO4.2H>O’dan 1,5

hacim alinarak ve pH’ye ayarlanarak karistirilmigtir.

e H;O; ¢ozeltisi (20 mM) + Fosfat tamponu: Yogunlugu d=1,11 g/ml olan %30 g’lik H>2O»
cozeltisinden 0,31 ml alinmis ve pH’s1 7 olan 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 ml’ye
seyreltilmigtir.

Deneyin Yapihisi:

%10 gramlik embriyo homojenati, 4000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Stipernatant alinarak 1/10, 1/20 veya 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilmis ve deney

icin kullanilmistir.

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayr1 deney tiipii alinarak Tablo 7’deki gibi ¢alisilmigtir.

Tablo 7. CAT aktivitesi tayini

Numune Kor

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

H>O> ¢ozeltisi+ fosfat tamponu 0,2 ml --

Cozeltiler karistirildaktan 1 dk sonra, kuartz kiivet kullanilarak 240 nm’de absorbans 6l¢timleri
yapilmistir. Olgiim sonuglar1, ekstinksiyon katsayis1 0,004 (0,00394) mM '/mm™ dikkate
alinarak hesaplanmistir (Aebi, 1984).

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

Calisma prensibi:

GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB) arasinda gerceklesen

konjugasyon sonucu olusan iiriiniin 340 nm’deki absorbans artisinin spektrofotometrik olarak

oOl¢iilmesi temeline dayanmaktadir.

Gerekli Cozeltiler:

e Sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH= 6,5): 0,534 gram Na,HPO4.2H,O ve 2,3 gram
KH;POg4 ayr1 ayr biraz distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra karigtirilmig ve hacim 100 ml
olacak sekilde tizerine distile su ilave edilmistir. Hacim 100 ml’ye tamamlanmadan once
pH=6,5e ayarlanmigstir.

¢ Glutatyon (GSH) (60mM): 1,84 gram glutatyon bir miktar distile su i¢inde ¢oziilmiis ve
toplam hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

e 1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): 1,22 gram CDNB bir miktar etanol i¢inde
¢oziilmiis ve hacim 100 ml’ye tamamlanmistir.

Deneyin Yapihisi:

%10 gramlik embriyo homojenati, 4000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Stipernatant alinarak 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilmis ve deneylerde

kullanilmistir. Numune ve kor olarak isaretlenmis iki tlip alinmis ve Tablo 8’de anlatildig:

sekilde caligilmigtir.

Tablo 8. GST aktivitesi tayini

Numune Kor

Dilue siipernatant 0,5 ml --

SF veya Distile Su -- 0,5 ml
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GSH ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
CDNB ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
Distile su 0,90 ml 0,90 ml
Toplam Hacim 3ml 3ml

Fosfat Tamponu 1,5 ml 1,5 ml

Tim ¢ozeltiler karistirildiktan sonra karisimlarin absorbans degerleri, 340 nm’de 3 dakika
boyunca (0., 1., 2., 3. dakikalarda) Ol¢lilmiis ve kaydedilmistir. Glutatyon ve CDNB’nin
konjugasyonu sonucu olusan iiriin i¢in belirlenen ekstinksiyon katsayisi 9,6 mM'xcm’!
kullanilarak sonuglar hesaplanmistir. Enzimatik konjugasyon sonucundan, enzimatik olmayan

konjugasyonun absorbans degerleri ¢ikarilarak sonug elde edilmistir (Habig ve Jakoby, 1981).

5.10. Gen ifadesi Analizleri

5.10.1. RNA ekstraksiyonu

RNA izolasyonlart RNeasy Mini kit ile Qiacube (Qiagen) aleti kullanilarak yapilmigtir. RNA
izolasyonu i¢in, embriyolara RLT lizis tamponu eklenerek homojenize edilmistir. Daha sonra
lizata etanol eklenerek RNA'nin RNeasy membranina baglanabilmesi i¢in gerekli kosullar
saglanmig ve Ornekler RNeasy spin kolonuna aktarilmistir. Total RNA membrana
baglandiginda kontaminantlarin da yikanmasi ile RNA eliisyonu RNase-free su iginde
gerceklestirilmistir. Baglanma, yikanma ve eliisyon islemleri Qiacube (Qiagen) izolasyon

cihazi kullanilarak yapilmistir.
5.10.2. cDNA eldesi

Elde edilen RNA oOrneklerinden ¢cDNA sentezi, RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirilmistir.

5.10.3. RT PCR ile gen ekspresyon analizi

Istenilen genlerin ekspresyonlar1, ‘RT2 SYBR Green master mix' karisimina elde edilen cDNA
orneklerinin eklenmesi seklinde RT-PCR aleti kullanilarak tespit edilmistir. House keeping gen

olarak B-aktin kullanilmigtir. Her bir 6rnek tiger defa ¢alisiimistir.
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5.10.4. Delta Delta CT metodu ile veri analizi

Verilerin analizi house keeping gen (-aktin ile normalizasyona dayali delta delta CT (AACT)
metodu kullanilarak yapilmistir. Bu yontem ile PCR'da belirlenen esik deger dongii sayisi
(threshold cycle number-Ct), kontrol ve arastirilan gen icin karsilastirilmistir. Kontrol
(referans) ile incelenecek gen bolgesi arasindaki Ct deger farkliligi housekeeping gen ile
normalize edilip AACt oran1 belirlenerek bulunmustur. 'Housekeeping' genler tiim ¢ekirdekli
hiicrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye edilerek
belirlenmektedirler. Bu amagla kullanilan gen bolgeleri arasinda B-aktin, albumin, B-globin,
hipoksantin fosforibozil transferaz sayilabilir. Bu tez ¢aligmasinda house keeping gen olarak
B-aktin kullanilmistir. Karsilagtirmali Ct metodu ayni zamanda 2- [delta][delta]Ct olarak

bilinmektedir.
5.11. istatistiksel Analiz

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

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

6.1. Dozimetreye Ait Bulgular

Calismada, KIBT dozu i¢in OSL dozimetre kullanilarak maruziyet degerleri hesaplanmaistir.
Olgiimler mSv cinsinden degerlendirilmis ve elde edilen ortalama sonuglar sunulmustur. X-ray
grubunda, 90 kVp, 10 mA sabit dozunda 18 saniye boyunca 1sinlama yapilmis olup, X-1gin1
maruziyetine bagli absorbe edilen viicut dozu 5,69 mSv, deri dozu 5,53 mSv olarak

belirlenmistir.

6.2. Gelisimsel Parametrelere Ait Bulgular

Kontrol ve X-151n1 maruziyet grubunda yer alan zebra balig1 embriyolari, fertilizasyon sonrasi
24., 48., 72., 96. ve 120. saatlerde mikroskop altinda izlenmistir. Bu incelemeler sonucu
embriyolarda goriilen malformasyonlar Sekil 7° de verilmistir. 48 ve 72 hpf’de maruziyet
grubunda perikardiyal ddem, yolk kesesi ddemi izlenmistir. 96 hpf ve 120 hpf’de ise yine
maruziyet grubunda perikardiyal ddem, yolk kesesi 6demi, degisen derecelerde skolyoz, bas ve

g0z gelisim geriligi gibi bulgular siklikla izlenmistir.

24 hpf 48 hpf 72 hpf 96 hpf 120 hpf
74 S
i B
Kontrol R & s o el e e
4 wigr st
r .q A . i /,/.‘?‘-"7 . - T
XR \ g z - "\f":ﬁgﬂ.! 12 ,_._.«--/":Z}x \Wa ;E‘\‘

Sekil 7. Gruplarda embriyolarda gézlenen malformasyonlar
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6.3. Mortalite ve Koryondan Cikis Oranlari

Iyonize radyasyona maruziyet sonrasi zebra balig1 embriyolarinda gériilen fertilizasyon sonrasi
48,72 ve 96 hpf’de mortalite oranlar1 Sekil 8’de gosterilmis olup, 48 hpf’de koryondan ¢ikma
oranlar1 Sekil 9°da gosterilmistir. Ancak 48 hpf’den sonra koryondan ¢ikis oranlarinin
Ol¢iilmesine gerek duyulmamustir, ¢linkii her iki grupta da embriyolar tamamen ¢ikmustir.
Mortalite oranlar1 48,72 ve 96 hpf’de maruziyet grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede
artig tespit edilmistir. Koryondan ¢ikma oranlari ise 48 hpf’de maruziyet grubunda kontrol

grubuna kiyasla daha diisiik bulunmustur.
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Sekil 8. Kontrol ve maruziyet gruplarinda mortalite oranlarinin karsilastirilmasi.

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.

48 hpf Koryondan
Cikma Oranlari (%)

KONTROL XR

Sekil 9. Kontrol ve maruziyet gruplarinda koryondan ¢ikma oranlarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
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6.4. Biyokimyasal Parametrelere Ait Bulgular

6.4.1. Siiperoksit dismutaz aktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

Kontrol ve maruziyet gruplarinin siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin sonuglar1 Sekil 10°da
verilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda SOD aktivitesinde anlamli bir

azalma gozlenmistir (**p<0,01).
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Sekil 10. Kontrol ve maruziyet gruplarinin SOD aktiviteleri

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. **p<0,01 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
6.4.2. Lipit peroksidasyon aktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

Kontrol ve maruziyet gruplarinin lipit peroksidasyon (LPO) aktivitesinin sonuglar1 Sekil 11°de
verilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda LPO aktivitesinde anlamli bir

artis gézlenmistir (**p<0,01).
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Sekil 11. Kontrol ve maruziyet gruplarinin LPO aktiviteleri
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Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. **p<0,01 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
6.4.3. Nitrik oksit aktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

Kontrol ve maruziyet gruplarinin nitrik oksit (NO) aktivitesinin sonuglar1 Sekil 12°de

verilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda NO aktivitesinde anlamli bir

azalma gozlenmistir (*p<0,05).

NO umol/L

KONTROL XR

Sekil 12. Kontrol ve maruziyet gruplarinin NO aktiviteleri

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
6.4.4. Katalaz aktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

Kontrol ve maruziyet gruplarinin katalaz (CAT) aktivitesinin sonuglar1 Sekil 13’te verilmistir.
Elde edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda CAT aktivitesinde anlamli bir azalma
gbzlenmistir (**p<0,01).
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Sekil 13. Kontrol ve maruziyet gruplarinin CAT aktiviteleri
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Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. **p<0,01 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
6.4.5. Glutatyon-s-transferaz aktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

Kontrol ve maruziyet gruplarinin glutatyon-s-transferaz (GST) aktivitesinin sonuglar1 Sekil
14’te verilmistir. Elde edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda GST aktivitesinde belirgin
bir artig gozlenmistir (****p<0,0001).
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Sekil 14. Kontrol ve maruziyet gruplarinin GST aktiviteleri

Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. ****p<0,0001 ilgili gruptan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.

6.5. Gen ifadesi Analiz (RT-PCR) Bulgular

6.5.1. bax geni ekspresyon diizeyleri

Kontrol ve maruziyet gruplarinin bax geninin ekspresyon diizeyleri Sekil 15°te verilmistir.
Deneyler tiger tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda bax gen ekspresyonunun anlamli derecede arttig1

belirlenmistir (****p<0,0001).
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Sekil 15. Kontrol ve maruziyet gruplarinda bax ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmigtir. ****p<0,0001 ilgili gruptan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.

6.5.2. bcl2 geni ekspresyon diizeyleri

Kontrol ve maruziyet gruplarinin bcl2 geninin ekspresyon diizeyleri Sekil 16°da verilmistir.
Deneyler tiger tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda bc/2 gen ekspresyonunun anlamli derecede

azaldig1 belirlenmistir (****p<0,0001).
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Sekil 16. Kontrol ve maruziyet gruplarinda bc/2 ekspresyonlarinin karsilastirilmast

Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. ****p<0,0001 ilgili gruptan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
6.5.3. p53 geni ekspresyon diizeyleri
Kontrol ve maruziyet gruplarinin p53 geninin ekspresyon diizeyleri Sekil 17°de verilmistir.

Deneyler tiger tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir. Elde
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edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda p353 gen ekspresyonunun anlamli derecede arttigi

belirlenmistir (****p<0,0001).
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Sekil 17. Kontrol ve maruziyet gruplarinda p53 ekspresyonlarinin karsilagtirtlmasi

Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. ****p<0,0001 ilgili gruptan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
6.5.4. slc8al geni ekspresyon diizeyleri

Kontrol ve maruziyet gruplarinin slc8al geninin ekspresyon diizeyleri Sekil 18’de verilmistir.
Deneyler tiger tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir. Elde

edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda s/c8al gen ekspresyonunun anlamli derecede

arttig1 belirlenmistir (***p<0,001).
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Sekil 18. Kontrol ve maruziyet gruplarinda slc8al ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ***p<0,001 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
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6.5.5. rarg geni ekspresyon diizeyleri

Kontrol ve maruziyet gruplarinin rarg geninin ekspresyon diizeyleri Sekil 19°da verilmistir.
Deneyler tiger tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda rarg gen ekspresyonunun anlamli derecede arttigi

belirlenmistir (***p<0,001).
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Sekil 19. Kontrol ve maruziyet gruplarinda rarg ekspresyonlarinin karsilagtirtlmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. ***p<0,001 ilgili gruptan istatistiksel

olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.

6.5.6. ugtla6 geni ekspresyon diizeyleri

Kontrol ve maruziyet gruplarinin ugtla6 geninin ekspresyon diizeyleri Sekil 20°de verilmistir.
Deneyler tiger tekrarli yapilmis olup housekeeping gen olarak beta aktin kullanilmistir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda XR grubunda ugtla6 gen ekspresyonunun anlamli derecede

arttig1 belirlenmistir (****p<0,0001).
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Sekil 20. Kontrol ve maruziyet gruplarinda ugt/a6 ekspresyonlarinin karsilagtirtlmasi
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Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. ****p<0,0001 ilgili gruptan

istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.

6.6. Akridin Turuncusu (AO) Boyama Yo6ntemi Sonuclari

Iyonize radyasyonun kardiyak doku iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla, akridin
orange boyamasi maruziyet sonrast 72. Saatte uygulandi. Floresan mikroskobu analizi
sonucunda radyasyon grubunda kalp bolgesinde apoptotik hiicrelerin yogunlugu artmis olarak

gbzlemlendi.

Sekil 21. 72. Saatte akridin orange boyamasi sonrasi floresan mikroskop goriintiileri. (A)
Kontrol grubunda kardiyak bdlge (B) Iyonize radyasyon grubunda kardiyak bolgede apoptotik

hiicre yogunlugunun arttig1 goriilmektedir (kirmizi ok ile gdsterilmistir).

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, iyonize radyasyona maruz kalan embriyolarda kalp

dokusunda apoptotik hiicre birikiminin anlamli derecede fazla oldugu tespit edildi.
6.7. Sinus venosus (SV)- Bulbus arteriosus (BA) Aras1 Mesafe Bulgular

Kontrol ve maruziyet gruplarmin kalplerinde yer alan SV ve BA anatomik olusumlar

arasindaki mesafe sonuglar1 Sekil 22°de verilmistir.
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Sekil 22. 48., 72. Ve 96. saatlerde kontrol ve iyonize radyasyon grubuna ait SV-BA arasi mesafe

Olctimleri

48 hpf’de SV-BA arasi mesafe: Maruziyet (XR) grubu ve kontrol grubu karsilastirildiginda

SV-BA mesafesinde anlamli bir azalma gézlemlenmistir (**p<0,01).

72 hpf’de SV-BA arasi mesafe: Maruziyet (XR) grubunda SV-BA mesafesinde istatistiksel

olarak anlamli bir azalma g6zlemlenmistir (***p<0,001).

96 hpf’de SV-BA aras1 mesafe: Maruziyet (XR) grubunda SV-BA mesafesinde anlamli bir

azalma gozlemlenmistir (*p<0,05).
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Sekil 23. A. 48 hpf B. 72 hpf C. 96 hpf zebra balig1 embriyolarinda SV-BA arasindaki mesafe

Olctimleri

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 ilgili

gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
6.8. Kalp Atim Hiz1 Sonuclar

Kontrol ve maruziyet gruplarinin kalp atim hiz1 degisimleri Sekil 24’te verilmistir.
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48 hpf’de kalp atim sayisi: Maruziyet grubu (XR) ve kontrol grubu karsilagtirildiginda, XR

grubunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlemlenmistir (****p<0,0001).

72 hpf’de kalp atim sayisi: Maruziyet grubunun kalp atim hizi kontrol grubuna kiyasla anlaml

sekilde artmistir (*p<0,05).

96 hpf’de kalp atim sayisi: Maruziyet grubunun kalp atim hizinda kontrol grubuna kiyasla

anlamli bir artis gézlemlenmistir (**p<0,01).
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Sekil 24. A. 48 hpf, B. 72 hpf ve C. 96 hpf’de zebra balig1 embriyolarinin dakikadaki kalp atim

sayilari

Degerler ortalama =+ standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001
ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; XR: Maruziyet grubu.
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7.TARTISMA

Dis hekimliginde klinik muayeneye yardimeci tan1 yontemi olarak siklikla kullanilan radyolojik
goriintilleme yoOntemlerinin temelini iyonize radyasyon olusturmaktadir. Giiniimiizde iki
boyutlu periapikal ve panoramik goriintiilemelerin yani sira tani ve tedavi planlamasinda ii¢
boyutlu bir goriintiileme yontemi olan konik 11l bilgisayarli tomografi (KIBT) de siklikla
kullanilmaktadir (White ve Pharoah, 2013). Ancak KIBT ydnteminde diger dental yontemlere
oranla daha fazla radyasyonun s6z konusu olmasi birtakim biyolojik riskleri de beraberinde

getirmektedir (Shatskiy, 2021; Wrzesien ve Olszewski, 2017).

Biyolojik sistemler iyonize radyasyona kars1 yiiksek duyarlilik gostermektedir. Iyonize
radyasyon, hiicre zar1 ve organelleri lizerinde dogrudan veya dolayli olarak etkiler gosteren,
hiicresel biitiinliigii bozabilen fiziksel bir ajandir. Bu etkilerini DNA hasar1, apoptoz, oksidatif
stres veya inflamasyon yollarmi aktive ederek cesitli mekanizmalar aracilifiyla ortaya
koymaktadir. Radyasyon etkileri genellikle doz bagimli olup, dozdan bagimsiz da
gozlenebilmektedir (Hall ve Giaccia, 2006). Bu tez calismasinda iyonize radyasyonun
kardiyovaskiiler sistem tiizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler oksidatif
stres, biyokimyasal parametreler, apoptotik genler ve kardiyotoksisite ile ilgili genler tizerinden

yapilmustir.

Gegmis yillarda embriyonik donemde maruz kalinan iyonize radyasyonun kardiyogenez ve
kardiyovaskiiler sistem gelisimi tizerindeki etkilerini degerlendirmeye yonelik pek ¢cok ¢alisma
gerceklestirilmistir. Bu calismalar, farklt model organizmalarla, ¢esitli yontemlerle ve doz
araliklarinda yiiriitiilmiistiir. Gilani ve ark. (1971), civciv embriyolarini 600-1000 R arasinda
x-151n1 dozlarina maruz birakmig ve aort stenozu, septal defektler gibi konjenital kalp
anomalileri bildirmistir (Gilani ve Jaffee, 1971). Norris ve ark. (1972) ise sigan embriyolarinda
28.000-34.000 R gibi yiiksek dozlarda x-1s1m1 uygulamis ve siddetli bradikardi gibi akut
kardiyak etkiler gozlemlemistir (Norris ve ark., 1972). Rebuzzini ve ark. (2013), fare
embriyonik kok hiicrelerini 5 Gy gama 1sinma maruz birakmis ve farklilagan
kardiyomiyositlerin kasilma fonksiyonlarinin etkiledigini bildirmistir (Rebuzzini ve ark.,
2013). Freeman ve ark. (2014), zebra balig1 embriyolarini1 26 hpf’de 1-10 Gy arasinda degisen
x-151n1 dozlarina maruz birakarak kalp atim hizi, morfolojik 6l¢iimler ve gen ekspresyonlarini
degerlendirmistir (Freeman ve ark., 2014). Ye ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir diger
caligmada ise, civciv embriyolart 900 MHz mobil telefon kaynakli mikrodalga radyasyona

giinde 3 saat maruz birakilmis, kalp yapisinda deformasyonlar ve DNA hasar1 gézlemlemistir
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(Ye ve ark., 2016). Helm ve ark. (2016) calismasinda, fare embriyonik kok hiicrelerine 1-6 Gy
x-151n1 ve 0,5-3 Gy karbon iyonlar1 uygulanmis; kardiyomiyosit farklilagsmasinin baskilandig:
gosterilmistir (Helm ve ark., 2016). Tiim bu ¢aligmalar, radyasyonun kardiyogenez {izerine
etkilerini gostermekle birlikte, ¢ogunlukla yiiksek dozlar veya farkli model sistemleri
kullanilmistir. Yukarida bahsedilen ¢calismalardan farkli olarak mevcut tez aragtirmasinda model
organizma olarak zebra baligi embriyolarina, gelisimlerinin ikinci saatinde KIBT cihazi
kaynakli x-151n1 uygulanmis olup, OSL dozimetreler ile maruz kalinan radyasyon dozlari
Ol¢tilmiistiir. OSL dozimetre analizleri sonucunda viicut dozu 5,69 mSv, deri dozu 5,53 mSv
olarak belirlenmistir. Diisiik doz iyonize radyasyon, 100 milisievert (mSv)’in altindaki
radyasyon maruziyetini ifade etmekte olup, bu tanim iyonlagtirict radyasyonun biyolojik
etkilerini inceleyen ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Council ve ark., 2006). Bu
calisma, diisiik doz iyonize radyasyonun embriyonik kalp gelisimi iizerindeki etkilerini zebra
balig1 embriyo modeli iizerinden degerlendirerek, literatiire farkli bir bakis a¢is1 kazandirmay1

hedeflemistir.

Son yillarda zebra balig1 embriyolar1 kardiyotoksisite ¢alismalarinda énemli bir model olarak
kullanilmaktadir. Zebra balig1 embriyolariin insanlarla olan genetik benzerligi, seffaf yapilari
sayesinde kardiyovaskiiler yapilarin gozlenebilir olmasi, hizli gelisim siiregleri deneysel
caligmalarda 6nemli avantajlar saglamaktadir. Cesitli toksik ajanlara maruz birakilan zebra
balig1 embriyolarinda, insanlara benzer kardiyovaskiiler problemler (perikardiyal 6dem, kalp
atim hiz1 degisiklikleri gibi) goriilmesi nedeniyle, kardiyotoksik ajanlarin etkilerinin
degerlendirilmesinde giivenilir bir in vivo model olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Zakaria ve ark.,
2018). Bu dogrultuda, bu mevcut tez c¢aligmasinda iyonize radyasyonun zebra balig
embriyolar1 lizerindeki etkileri incelenmistir. Elde edilen veriler, zebra baligi modelinin

kardiyotoksisite ¢aligmalarinda kullanilabilirligini desteklemistir.

Stiperoksit dismutaz (SOD), metabolik olaylar sonucu olusan reaktif oksijen tiirlerini ve
oksidatif stresi 6nleyen bir enzim ailesidir. Bu etkisini siiperoksit anyonlarini, hidrojen peroksit
ve oksijene doniistiirerek gostermektedir. Boylece hiicrede olusabilecek serbest radikal hasarini
sinirlamaktadir (Halliwell ve Gutteridge, 2015; McCord ve Fridovich, 1969). Antioksidan
savunma sisteminde gorev alan bu enzimin ndrodejeneratif hastaliklar, kanser ve

kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkili olabilecegi diistiniilmektedir (Miao ve Clair, 2009).

Lee ve ark.’nin (2001) maya hiicrelerini kullanarak yapmis oldugu bir ¢aligmada, 40-1200 Gy

degerinde iyonize radyasyonun SOD aktivitesi tizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Calisma
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sonucuna gore artan radyasyon dozuyla beraber SOD degerlerinde azalma izlenmis olup,
ozellikle 1200 Gy’de SOD aktivitesinin baskilandigi gozlenmistir. Bu durum yiiksek doz
iyonize radyasyonun antioksidan savunma sisteminde yer alan SOD enziminin aktivitesini
azaltarak oksidatif stresi arttirdigini ve hiicresel hasara neden oldugunu gostermektedir (Lee ve

ark., 2001).

X-1s1inmin uzun dénemde etkilerini inceleyen bir baska arastirmada mesleki olarak x-1s1nina
maruz kalan saglik c¢alisanlarinda SOD degerleri incelenmistir. Caligmanin sonuglarina gore,
SOD enzim aktivitesinde radyasyona maruz kalan grupta anlamli bir azalma izlenmistir.
Ozellikle kadin saglik ¢calisanlarinda bu azalmanin daha fazla oldugu saptanmistir. Bu bulgular
iyonize radyasyonun uzun vadede hiicrede oksidatif stresi arttirabilecegini ortaya koymaktadir

(Ktucinski ve ark., 2008).

Zhou ve ark.’nin (2014) zebra balig1 embriyolar1 iizerinde yapmis oldugu bir ¢alismada x-
1s1ninin etkileri incelenmis, gelisimlerinin 8.saatinde 1, 2, 4 ve 8 Gy dozlarinda x-1s1n1na maruz
birakilan embriyolarin, 24., 48., 72. ve 96. hpf’de antioksidan enzim aktiviteleri
degerlendirilmistir. Calismada, 24. hpf’de, 2 ve 4 Gy radyasyon dozunda SOD seviyelerinde
anlamli artis gozlemlenmistir. 48. hpf’de 1 ve 2 Gy dozlarinda artis devam ederken, 8 Gy
dozunda azalma tespit edilmistir. 72. hpf°de tiim maruziyet gruplarinda artis gézlemlenirken,
96. hpf’de 8 Gy dozunda tekrar bir diisiis izlenmistir. Arastirmacilar bu bulgularin diisiik doz
X-151n1 maruziyetinin antioksidan savunma mekanizmalarini aktive ederken, yiiksek doz x-151m1
maruziyetinin hiicresel savunma mekanizmalarmi baskilayabilecegini gosterdigini ifade

etmislerdir (Zhou ve ark., 2014).

Fakiiltemizin Zebra Balig1 Laboratuvarinda yakin donemde gergeklestirilen ii¢ farkli calismada
diisiik doz iyonize radyasyonun zebra baligi embriyolar1 iizerinde etkileri incelenmistir.
Karagéz ve ark. (2023) panoramik goriintiileme parametrelerini kullanarak zebra balig:
embriyolarinda SOD aktivitelerini degerlendirmistir. Standart ve pedodontik panoramik
modlarda olmak iizere iki farkli x-151n1 maruziyet grubu olusturduklari calismalarinda, 6zellikle
standart panoramik modda belirgin olmak tlizere SOD aktivitelerinde anlamli bir artig tespit
etmislerdir. Kollayan ve ark. (2024) dental bir x-151n1 {initesinden farkli ekspojiir siirelerinde x-
1s1n1na maruz biraktigi zebra balig1 embriyolarinda SOD seviyelerinde azalma gézlemlenmistir.
Radyasyon dozu arttik¢a bu azalma daha belirgin hale gelmistir. Aydas Bayramov (2024) tez

caligmasinda yine bir dental x-151n1 {initesinden elde edilen diisiik doz iyonize radyasyona (70
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kV, 7 mA) maruz biraktigt zebra balifi embriyolarinda SOD seviyesinde artis
gbzlemlemistir(Aydas Bayramov, 2024).

Mevcut tez calismasinda, zebra baligi embriyolarina 2 hpf’de KIBT cihazi kaynakli iyonize
radyasyon uygulanmis olup 120 hpf’de siiperoksit dismustaz degerleri dl¢lilmiistiir. Maruziyet
grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir azalma tespit edilmistir. Bu durum iyonize
radyasyonun ilerleyen zamanlarda SOD aktivitesini azaltarak antioksidan savunma sistemini
baskilayabilecegini diislindiirmektedir. Literatiirde yer alan bazi1 c¢alismalar iyonize
radyasyonun SOD seviyesinde artisa neden olabilecegini vurgularken, bazi ¢alismalarda SOD
seviyesinde azalma gozlenmistir. Bu farkliligin maruziyet zamani, doz miktar1 ve hiicresel

adaptasyon gibi durumlardan kaynakli olabilecegi diistintilmektedir.

Katalaz (CAT) enzimi, reaktif oksijen tiirli olan hidrojen peroksiti su ve oksijene parcalayarak
daha zararsiz hale getiren bir antioksidan enzimdir. Ozellikle hiicrenin peroksizom organelinde
yer alan bu enzim, reaktif oksijen tiirlerinin birikimini 6nleyerek hiicresel hasarin azalmasinda

onemli bir rol oynamaktadir (Chelikani ve ark., 2004).

Khucinski ve ark. (2008) yaptig1 bir ¢aligmada, radyoloji boliimiinde ¢alisan saglik personelinin
iyonize radyasyona maruziyetinin uzun vadeli sonuclarini incelemistir. Maruziyet grubunda
kontrol grubuna nazaran katalaz aktivitesinde anlamli bir azalma gozlemleyen arastirmacilar
uzun siireli diisik doz iyonize radyasyon maruziyetinin katalaz aktivitesini baskilayarak

hiicresel savunma mekanizmalarini zayiflattigini ifade etmislerdir (Ktucinski ve ark., 2008).

Bir baska calismada, yine radyoloji departmaninda calisan ve mesleki olarak iyonize
radyasyona maruz kalan bir grupta katalaz seviyeleri degerlendirilmistir. Calismaya 40
radyoloji personeli ve 30 kisilik kontrol grubu dahil edilmistir. lyonize radyasyona maruz kalan
saglik personelinin dozimetre degerleri incelendiginde, aylik dozlarinin 0.10-3.8 mGy arasinda

degistigi gbzlenmistir. Sonuglara gore maruziyet grubunun katalaz aktivitesinde anlamli bir

azalma tespit edilmistir (Eken ve ark., 2012).

Ote yandan, gama 1s1nlar1 kullanilarak yapilan baska bir calismada iyonize radyasyonun katalaz
aktivitesine etkileri incelenmigtir. 6 Gy dozunda gama ismina maruz birakilan ratlarin
eritrositlerinde katalaz seviyesinde anlamli bir azalma saptanmistir ve iyonize radyasyonun
oksidatif stres mekanizmalarini tetikleyerek katalaz seviyesini baskiladigi bildirilmistir

(Simsek, 2017).
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Karagoz ve ark. panoramik dental rontgen cihazi kullanarak yaptiklar: arastirmalarinda zebra
balig1 embriyolarinda katalaz seviyesini degerlendirmistir. iki farkli 15inlama siiresi (5.5 sn ve
4.8 sn) uygulanan arastirmada iki maruziyet grubunda da katalaz seviyesinde anlaml1 bir azalma
saptanmistir (Karagdz ve ark., 2023). Kollayan ve ark. (2024) ve Aydas Bayramov’un (2024)
arastirmalarinda katalaz aktivitesinde anlamli bir azalma gézlenmistir (Aydas Bayramov, 2024;

Kollayan ve ark., 2024).

Mevcut calismamizda, x-151n1 maruziyeti sonucunda 120. hpf’de 6l¢iilen katalaz seviyelerinde
azalma gozlenmisti. SOD enzim aktiviteside gozlenen azalma da goz Onilinde
bulunduruldugunda, CAT seviyesindeki azalma iyonize radyasyonun antioksidan enzimleri
baskilayarak oksidatif stresi arttirdigina isaret etmektedir. SOD ve CAT seviyelerinin azalmasi
birbiriyle tutarlidir. Ayrica mevcut tez ¢alismasinin bulgularinin, literatiirde bildirilen iyonize

radyasyonun katalaz aktivitesini azalttig1 yoniindeki bulgularla uyumlu oldugu gézlenmistir.

Hiicresel membranlarda bulunan doymamis yag asitlerinin, serbest radikaller ile reaksiyona
girmesiyle lipid peroksidasyonu olugsmaktadir. Bu biyokimyasal siireg, reaktif oksijen tiirleri
tarafindan baslatilir ve hiicre membran biitlinligii bozularak hiicre fonksiyonlar1 zarar goriir
(Halliwell ve Gutteridge, 2015; Yin ve ark., 2011). Malondialdehit (MDA) lipid peroksidasyon
stirecinin 6nemli bir iiriinii olup, hiicresel hasarin en onemli gostergelerinden biri olarak
kullanilmaktadir. (Ayala ve ark., 2014). Literatiirde lipid peroksidasyon diizeyleri ile apoptoz
arasinda anlaml bir iliski oldugu bildirilmektedir. Bu durum, oksidatif stresin hiicresel 6liim

stireclerinde rol oynayabilecegini gdstermektedir (Wang ve ark., 2004).

Yardimct ve ark. (1996) yaptiklar1 bir caligmada ratlara 5 Gy dozunda gama radyasyonu
uygulamig ve sonucunda MDA degerlerinde 6nemli bir artis saptanmistir (Yardimcer ve ark.,

1996).

Ote yandan, bir baska arastirmada kobaylarin bébrek dokusu iizerinde 900 MHz frekansl
elektromanyetik radyasyon uygulanmis olup, oksidatif stres parametreleri incelenmistir.
(Calisma bulgular1 sonucunda lipid peroksidasyon belirteci olan MDA seviyelerinde anlamli bir

artis izlenmistir (Cellat ve Kiligalp, 2010).

Simgek ve ark. (2017) 6 Gy dozunda gama radyasyonu kullanarak ratlarin biyokimyasal
parametrelerini degerlendirmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda maruziyet grubunda MDA

seviyelerinde anlamli bir artig gdzlenmistir (Simsek, 2017).
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Zebra balig1 embriyolar1 lizerinde yapilan bir bagka calismada, ultraviyole A (UVA) ve
ultraviyole B (UVB) maruziyetinin lipid peroksidasyonu iizerindeki etkileri incelenmistir.
Degerlendirme sonucunda yiiksek doz verilen UVA maruziyetinde 72 hpf’de LPO degerlerinde

artig gozlemlenirken, UVB grubunda anlamli bir artis tespit edilmemistir (Hurem ve ark., 2018).

Fakiiltemiz Zebra Baligi Laboratuvari’nda zebra baligi embriyolar1 iizerinde yapilan
caligmalarda; Panoramik rontgen cihazi kullanilarak yapilan arastirmada MDA seviyeleri
degerlendirilmis olup, maruziyet grubunda anlamli bir artig gozlemlenmistir (Karagoz ve ark.,
2023). Kollayan ve ark. (2024) diisik doz iyonize radyasyonun etkilerini inceledigi
caligmasinda maruziyet grubunda LPO seviyelerinin arttigin1 saptamistir. Bu artigin doz artigina
paralel olarak seyrettigi goriilmiistiir (Kollayan ve ark., 2024). Aydas Bayramov (2024) tez
caligmasinda, diisiik doz iyonize radyasyon ve norotoksin maruziyetinin LPO seviyelerinde

artisa neden oldugu gozlemlemistir (Aydas Bayramov, 2024).

Mevcut tez ¢alismasinda ise iyonize radyasyon maruziyeti sonucu LPO seviyelerinde artis
gbzlemlenmis olup, literatiirde yer alan ¢alismalarla uyumluluk gostermektedir. Bu durum
iyonize radyasyonun hiicre membran lipitlerine zarar vererek oksidatif stresi arttirdigini
gostermektedir. Ayrica hasar goren hiicre membraninin apoptotik yolaklari da aktive ederek,

kardiyotoksik etkilere neden olabilecegi diistintilmektedir.

Glutatyon-s-transferaz, hiicrelerin detoksifikasyon siirecinde gorev alan O6nemli bir enzim
ailesidir. Cesitli reaksiyonlar sonucu olusan zararl bilesiklerin glutatyon (GSH) ile birlesmesini
saglayarak viicuttan atiliminda gorev almaktadirlar.  Boylece oksidatif stres sonucu

olusabilecek hasarin en aza indirgenmesini saglar (Meister, 1988).

Bir bagka calismada, drosophila melanogaster 'in farkli yasam evrelerinde iyonize radyasyon
maruziyeti sonucu olusan biyokimyasal parametreler incelenmistir. Gama radyasyonu
kullanilarak yapilan calismada, GST aktivite seviyesi erken pupa asamasinda azalmis olup,
erken pupa asamasindan beslenmenin durdugu iiciincii larva evresine kadar kademeli bir artis

gostermistir (Paithankar ve ark., 2018).

Karagoz ve ark. (2023) tarafindan x-151n1 kullanilarak gergeklestirilen ¢alismada, zebra baligt
embriyolarinda oksidatif stres, inflamasyon ve apoptoz aracili gelisimsel bozukluklar
degerlendirilmistir. Standart panoramik (5.5 sn) ve pedodontik panoramik (4.8 sn) modlarda
yapilan ¢aligmada GST seviyeleri incelenmistir. Daha uzun ekspojiir stiresindeki 1sinlamadan

kaynakl1 iyonize radyasyonun GST seviyelerinde daha belirgin bir artisa neden oldugu tespit
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edilmistir (Karagéz ve ark., 2023). Benzer sekilde Kollayan ve ark.’in arastirmasinda da

maruziyet gruplarinda GST aktivitesinde anlamli bir artis gozlenmistir (Kollayan ve ark., 2024).

Mevcut tez calismasinda Karagoz ve ark., Kollayan ve ark.’in bulgularina benzer bir sekilde
maruziyet grubunda GST seviyesinde anlamli bir artis izlenmistir. GST seviyelerinin belirgin
sekilde yiikselmesi, radyasyonun oksidatif stresi arttirarak detoksifikasyon mekanizmalarini
aktive ettigini gostermektedir. Iyonize radyasyonun GST iizerindeki etkisinin doza,

organizmaya ve radyasyon tipine bagl olarak farklilik gosterebilecegi diisiiniilmektedir.

Antioksidanlarin etkisini incelemek amactyla yapilan bir ¢alismada, gama 1g1mina maruz kalan
sicanlarin karaciger dokusunda GST aktivitesinin anlamli diizeyde azaldigi, ancak propolis
uygulamasiyla bu azalmanin 6niine gegildigi bildirilmistir. Calisma, iyonize radyasyonun GST
enzimini baskilayabildigini ve propolis gibi antioksidanlarin bu etkileri hafifletebilecegini

gostermektedir (Cikman ve ark., 2024).

Ikincil haberci molekiilii, immiin yanit modiilatorii, vazodilatasyon gibi gérevleri olan nitrik
oksit (NO), 6nemli biyomolekiiller arasinda yer almaktadir. Hem oksidan hem de antioksidan
olarak gorev alabilen NO L-argininden sentezlenmektedir. Endotel hiicreleri tarafindan da
iiretilen NO, kan damarlarinin genislemesini saglamakta ve kardiyovaskiiler sistem igerisinde

onemli bir diizenleyici olarak gorev yapmaktadir (Moncada ve ark., 1991).

Cohen ve ark.’nin (1996) yapmis oldugu bir ¢alismada, radyasyonun bobrek fonksiyonlari
tizerindeki etkisi incelenmis olup, NO seviyeleri degerlendirilmistir. Bulgular, radyasyonun
endotel hiicrelerine zarar verdigini bdylece NO iiretiminin azaldigin1 gostermektedir. Bu
durumun hipertansiyon ve kapiller tromboza neden olabilecegi diisiiniilmiistiir. Ayrica captopril
tedavisinin NO seviyesinin azalmasint engelleyerek, bobrek fonksiyonlarini koruyabildigi

saptanmistir (Cohen ve ark., 1996).

Radyoterapinin damar endoteline etkilerinin incelendigi bir bagka calismada, radyasyonun
damar endotelinde nitrik oksit biyoyararlanimini degistirdigi goézlenmistir. Endotel bagimli
damar gevsemesinin bozularak NO seviyelerinin azaldig1 tespit edilmistir. Bu durum damar
fonksiyonlarinda bozulma meydana getirmistir. Sonug olarak, radyasyonun arteriyel tikaniklik
risklerini arttirabildigi ve vaskiiler hastaliklara yol acabildigi 6ne siiriilmiistiir (Beckman ve

ark., 2001).
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Iyonize radyasyonun damarlarin gevseme kapasitesini ve endotel fonksiyonlarmi degistirdigi
gozlenen bir bagka calismada; radyasyonun nitrik oksit tiretimini baskiladig1 ve buna bagl
olarak da endotel bagimli damar geniglemesini azalttig1 saptanmistir. 2 Gy ve tlizeri dozlarda bu

etkinin daha fazla oldugu gozlemlenmistir (Soloviev ve ark., 2003).

Literatiirde nitrik oksit diizeyindeki azalmalarin kalp atim hizini arttirabilecegini gosteren
caligmalar mevcuttur. Yapilan bir ¢aligmada, nitrik oksit (NO) sentezini engelleyen L-NAME
adl1 inhibitoriin uygulanmasi sonrasinda, vagal uyariya bagli gelisen bradikardinin baskilandig1
gozlemlenmistir. Ayn1 zamanda, kalp atim hizinda anlamli bir artis meydana gelmistir. Bu
durum NO’nun bradikardiyi destekleyici bir rol oynadigini ortaya koymaktadir (Conlon ve ark.,
1996). Benzer sekilde baska bir calisma, sicanlarin nucleus ambiguus bolgesine L-NAME
uygulandiginda kalp atim hizinin artti§1 gézlemlenmistir (Ruggeri ve ark., 2000). Herring ve
ark. (2002) yapmis olduklart bir calismada, NOS 1 kaynakli NO’nun parasempatik
gangliyonlarda asetilkolin salinimini kolaylastirarak vagal uyariya bagh kalp atim hizi
diististinii destekledigini, dolayisiyla NO kaybinin bu mekanizmay1 bozarak tasikardiye yol
acabilecegini belirtmistir (Herring ve ark., 2002). Bu literatiir bilgileri dogrultusunda, mevcut
tez caligmasinda zebra balig1 embriyolarinda gozlenen NO seviyesindeki azalmanin kalp atim

hizindaki artis ile iligkili olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Radyasyon maruziyetinin endotel hiicre yaglanmasina yol actigina dair kanitlar bulunmaktadir.
Yaslanan endotel hiicrelerde nitrik oksit tiretimi azalir ve reaktif oksijen tiirleri salinimi artar.
Bu, vazodilator tepkinin azalmasi ve anjiyogenezin inhibisyonu dahil olmak {izere endotel
disfonksiyonuna yol acabilir. Bu etkiler, kalp, akcigerler ve deriyi igceren radyasyon kaynakli

hedef organ hasarina yol acabilir (Bansal ve ark., 2020).

Bu tez ¢alismasinda, x-151n1 maruziyeti sonrasinda NO seviyeleri degerlendirildiginde kontrol
grubuna gore anlamli bir azalma tespit edilmistir. Bu durum radyasyonun nitrik oksit
seviyelerini azaltarak, endotel disfonksiyonunu ve boylece kardiyovaskiiler risklerin artigina
neden olabilecegini diislindiirmektedir. Gegmis yillardaki arastirmalarda radyasyonun NO
biyoyararlanimini azalttig1 yoniinde raporlar bildirilmistir (Beckman ve ark., 2001; Cohen ve
ark., 1996; Soloviev ve ark., 2003). Bulgularimiz, iyonize radyasyonun NO sentezini
baskilayarak vaskiiler disfonksiyon ve kardiyotoksik etkilere neden olabilecegini

desteklemektedir.
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Mevcut tez calismasinda, tiim bu biyokimyasal parametreler beraber degerlendirildiginde,
iyonize radyasyon maruziyeti sonucunda zebra balig1 embriyolarinda oksidatif stresin belirgin
sekilde arttig1, hiicresel membran biitiinliigliniin bozuldugu goézlenmistir. Bu biyokimyasal
degisiklikler, uzun vadede vaskiiler disfonksiyon ve kardiyotoksisite gibi yan etkilerin ortaya
cikabilecegini diisiindiirmektedir. Bulgular, radyasyonun gelisimsel siirecler {izerindeki
potansiyel risklerini ortaya koymakta ve radyasyondan korunma stratejilerinin Onemine,

antioksidan destekleyici koruyucu etkilerin arastirilmasi gerektigine isaret etmektedir

Programli hiicre 6liimii olan apoptoz, doku homeostazini koruyan 6énemli bir mekanizmadir.
bax, bcl-2 ve p53 genleri bu siirecte gorev alan temel diizenleyicilerdir. bax, pro-apoptik bir
protein olup mitokondri zarinda porlar olusturmaktadir. Porlardan sitokrom c¢ salinimiyla
beraber, kaspaz kaskad1 aktive olmaktadir. bc/-2 hiicre 6liimiinii engelleyen anti-apoptotik bir
gendir. Bunu bax’in mitokondri zarinda gozenek olusturmasii Onleyerek saglar. Genom
bekgisi olarak nitelendirilen p53 geni, tiimor baskilayici olarak gorev yapar. p53; DNA hasarini
algiladiginda bax’1 aktive edip, bcl-2 ekspresyonunu baskilayarak hiicreyi apoptoza yonlendirir.
p353 mutasyonu veya islev kaybi sonucu hiicre apoptozdan kacgarak, kanser gelisimine neden
olabilir. Sonug olarak, bax, blc-2 ve p53 arasindaki denge, hiicrenin hayatta kalip kalmayacagini
belirlemede 6nemli bir rol oynar. bax ve p53 geni apoptozu tesvik ederken, bcl-2 geni bu siireci

baskilamaktadir (Elmore, 2007).

Zhan ve ark. (1997) yapmis oldugu bir calismada DNA hasarina neden olan ajanlarin apoptotik
belirtegler iizerindeki etkilerini incelemistir. Insan miyeloid 16semi hiicreleri; gama 1,
ultraviyole radyasyonu ve alkilleyici ajana maruz birakilmigtir. Calisma sonucunda, DNA
hasar1 sonrasi p53 ve bax gen ekspresyonunda artis izlenirken, bcl-2 seviyelerinde azalma
gdzlenmistir. Iyonize radyasyonun apoptotik siireci aktive ettigi diisiiniilmiistiir (Zhan ve ark.,

1997).

Bir baska caligmada, ultraviyole radyasyonun insan derisindeki etkileri degerlendirilmistir.
(Calismada, giines 1s181na maruz kalmamis insan derisi, farkli dozlarda ultraviyole radyasyona
maruz kalmis ve apoptozla ilgili protein seviyeleri degerlendirilmistir. p53 seviyesinin
radyasyon maruziyetinden 4.5 saat sonra artmaya basladigi ve 72 saat boyunca devam ettigi
goriilmistlir. hax protein ekspresyonu p53 seviyelerinin yiikselmesini takiben 33. saatte
maksimum seviyeye ulagsmistir. Sonug olarak, ultraviyole radyasyonun apoptozu indiikledigi

gozlenmistir (Murphy ve ark., 2002).

61



Zebra baligi embriyolar iizerinde yapilan bir calismada iyonize radyasyonun embriyonik
gelisim ve hiicresel hasar iizerindeki etkileri incelenmistir. 5, 10 ve 20 Gy dozunda gama 1s1n1
kullanilarak yapilan ¢aligmada, embriyoda beyin ve goz gelisiminde apoptoz izlenmistir.
Ayrica yapilan TUNEL boyama sonucunda, radyasyonun hiicre hasarina neden oldugu

dogrulanmistir (Geiger ve ark., 2006).

Bir baska arastirmada, zebra balig1 embriyolari iizerinde x-131n1 radyasyonunun apoptozu nasil
etkiledigi degerlendirilmistir. Embriyolar 8 hpf’de 1,2,4 ve 8 Gy dozunda iyonize radyasyona
maruz birakilmis ve gelisim siirecleri incelenmistir. Calismanin sonuglarina gore, doz bagimli
olarak apoptozun arttig1 gozlenmistir. 24 ve 48 hpf’de serbest radikallerin yiikseldigi ve
apoptozu aktive ettigi diisiiniilmiistiir. Yapilan TUNEL ve akridin oranj boyamasinda, 6zellikle

8 Gy dozunda apoptozda belirgin bir artig izlenmistir (Zhou ve ark., 2014).

Wu ve ark. (2019) 0.2 Gy diisiik doz iyonize radyasyon kullanarak yaptigi ¢alismada, insan
gobek kordonunda endotel hiicrelerini incelemistir. Bu inceleme sonucunda bcl-2 seviyelerinde
belirgin bir azalma gozlenirken, kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 ekspresyon seviyelerinin

arttig1 izlenmistir (Wu ve ark., 2019).

Laboratuvarimizda zebra balig1 embriyolar1 tizerinde gergeklestirilen calismalarda; panoramik
X-1511 maruziyeti sonucunda, p53, bax proteinleri ve kaspaz genlerinde anlamli bir artis
izlenmigstir (Karagdz ve ark., 2023). Farkli siirelerde diisiik doz iyonize radyasyon kullanilan
Kollayan ve ark.’1n (2024) ¢alismasinda, maruziyet siiresi arttik¢a p53 ve bax geninde anlamli
bir artig izlenirken, bcl-2 seviyesinde belirgin bir diisilis tespit edilmistir (Kollayan ve ark.,

2024).

Bu tez ¢alismasinda, KIBT kaynakl1 x-151n1 maruziyeti sonucunda zebra balig1 embriyolarinda
apoptotik gen ekspresyonlar1 qRT-PCR analizi ile degerlendirilmistir. Bu analizler sonucunda,
p33 ve bax geninde anlamli bir artis gézlemlenirken, bc/-2 seviyelerinde azalma izlenmistir.
p33’ln yiikselmesi, bax ekspresyonunun artmasina neden olmus ve bu durum mitokondri
yolagin1 aktive ederek hiicresel 6liimii hizlandirmistir. Ayrica, bcl-2 seviyesinin azalmast
apoptotik silirecin  baskilanmayip hiicrelerin  6liime ydnlendirildigini gostermektedir.
Bulgularimiz literatiir ile biiyilik 6l¢iide uyumlu bulunmus olup, iyonize radyasyonun apoptozu

aktive ettigi diisliniilmiistiir.
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Akridin oranj boyamasi yapilan zebra bali§i embriyolar1 floresan mikroskobu altinda
incelenmistir. Maruziyet grubunda kalpteki apoptotik hiicrelerin belirgin sekilde arttig1
gozlenmistir. Bu bulgu, bax/bcl-2 dengesinin bozulmast ve p53 aktivasyonunu
desteklemektedir. Ayrica maruziyet grubunda SV-BA mesafesinde gozlemlenen azalma,
apoptotik hiicre 6liimiiniin artisiyla agiklanabilir. Sonug olarak, iyonize radyasyon DNA hasari
olusturarak apoptozu hizlandirir ve zebra balig1 embriyolarinda kalic1 yapisal ve fonksiyonel

bozulmalara neden olabilir.

slc8al geni, sodyum kalsiyum degistirici (NCX1) olarak bilinen bir proteini kodlamaktadir. Bu
protein hiicrenin kalsiyum dengesinin korunmasinda gorev alir (Piccirillo ve ark., 2018). Kalp
kasinin diizenli olarak kasilmasini saglar ve miyokardiyal hiicrelerde yiiksek diizeylerde
bulunmaktadir. slc8al geninin hipertansiyon ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler

hastaliklarla iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Ren ve Philipson, 2013).

Shimizu ve ark.’in (2016) Kawasaki hastaligna yatkinligi belirlemek amaciyla genetik
analizler yaptiklar1 caligmalarinda hastalia duyarlilifi etkileyebilecek genetik varyasyonlar
arastirilmistir ve slc8al geninin belirli bir niikleotid polimorfizmi (SNP) incelenmistir. slc8al
genindeki baz1 SNP’lerin koroner arter anomalileriyle iliski oldugu ve Kawasaki hastaligina
yatkinligr arttirdigr gozlenmistir. Bu risk aleline sahip bireylerde hiicre i¢i kalsiyumun
hareketliliginin arttig1 goriilmiis olup, bu durumun hastaligin patogenezinde rol oynayabilecegi
diisiiniilmistiir. Ayrica slc8al proteini NCX1’in, inflamatuar hiicreler ve koroner arter

duvarlarinda da gozlendigi bildirilmistir (Shimizu ve ark., 2016).

Diger bir ¢caligmada, stereotaktik viicut radyoterapisinin ventrikiiler tagikardi tizerindeki etkileri
incelenmistir. Arastirmada, neonatal sican ventrikiiler kardiyomiyositleri 20 Gy foton
radyasyonuna maruz birakilmistir. RT-qPCR ve Western blot analizleri kullanilarak s/c8al gen
seviyeleri degerlendirilmistir. Maruziyet grubunda slc8al mRNA ve protein seviyelerinin
anlamli bir sekilde arttig1 gézlenmistir. Bununla birlikte iyon taginmasinda gorevli kalsiyum
diizenleyici proteinlerin seviyesinde de artis izlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda, iyonize
radyasyonun s/c8al genini arttirarak kalsiyum dengesini degistirebilecegi ve antiaritmik

yanitlar olusturabilecegi diistiniilmektedir (Mages ve ark., 2022).

Yapilan bir ¢calismada, akut miyokard enfarktiisii (AMI) sonrasinda fare kalp dokularinda ifade
edilen mikroRNA’lar belirlenmis ve bu mikroRNA ’larin kalp atim hiziyla iligkili hedef genlerle

olan etkilesimleri incelenmistir. Kalp kas1 hiicrelerinde kalsiyum dengesini saglayan ve kalp
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ritmini etkileyen bir tasiyici protein olan s/c8al geninin bu siirecteki rolii aragtirtlmistir. s/c8al
geninin artan ifadesinin, AMI sonrasi gozlenen kalp atim hizi degisikliklerine katkida

bulunabilecegi gozlenmistir (Tuerxun ve ark., 2024).

Mevcut tez caligmasinda, iyonize radyasyonun s/c8al gen ekspresyonunu arttirdigi tespit
edilmigtir. Literatiirde, radyasyonun kardiyomiyosit hiicrelerinde s/c8a/ genini arttirarak hiicre
kalsiyum dengesini etkiledigi bildirilmistir. Bulgularimizin literatiirle uyumlu oldugu
gozlenmistir. s/lc8al genindeki artigin hiicresel iyon dengesini bozdugu ve maruziyet grubunda
gozlenen kalp atim hizindaki artisla ilgili olabilecegi diislinlilmiistiir. Bu artisin mekanizmast,
uzun vadeli elektrofizyolojik ve metabolik etkileri, gelecekteki ¢aligmalarla daha ayrintili

incelenmelidir.

Retinoik asit reseptor ailesine ait olan rarg (Retinoik asit reseptorii gamma) geni, transkripsiyon
faktoriinii kodlayan bir gendir. Retinoik asit, hiicresel proliferasyon, gelisim, hiicresel 6liim ve

homeostaz gibi olaylarda gorev alan bir sinyal molekiiliidiir (Mark ve ark., 2009).

Chen ve ark. (2002), RARG geninin epidermal hiicrelerde tiimdr baskilayici bir rol oynadigini
ve retinoik asit araciligtyla hiicre dongiisiinii durdurup apoptozu destekledigini gostermistir.
RARG eksikliginde, bu koruyucu etkilerin ortadan kalkmasina ve hiicresel proliferasyonun
artmasina neden olmustur. Bu bulgular, RARG’ nin hiicresel denge ve hasar yanitinda énemli

bir diizenleyici oldugunu gdstermektedir (Chen ve ark., 2004).

Kadigamuwa ve ark. (2019) yaptiklar1 bir ¢aligmada RARG proteininin, DNA hasar1 sonrasi
programlanmis hiicre oliimii mekanizmalarinda merkezi bir rol oynadigini gostermistir.
Aragtirmada, etopsoid ve sisplatin gibi DNA hasar1 olusturan ajanlarla tedavi edilen hiicrelerde,
RARG’nin sitoplazmaya taginarak nekroptotik 6liim yolaklarini aktive ettigi bulunmustur.
Ayrica ¢alisgmada, RARG geninin cilt tiimorlerinde daha diisiik diizeyde eksprese edildigi ve
bu sebeple hiicrelerin apoptozdan kacarak cilt kanseri olusumuna neden olabilecegi

bildirilmistir (Kadigamuwa ve ark., 2019).

Xiu ve ark. (2022) tarafindan yapilan ¢alismada, RARG’ nin yumurtalik kanseri hiicrelerinde
yiiksek diizeyde ifade edildigi ve bu yiiksekligin hiicre proliferasyonunu arttirarak tiimor

gelisimini destekledigi bildirilmistir (Xiu ve ark., 2022).

RARG geninin farkl: hiicre tiplerinde, bulundugu biyolojik ortama gdre hem tiimdr baskilayici

hem de onkojenik roller iistlenebildigi ¢esitli calismalarla ortaya konmustur(Chen ve ark., 2004;
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Huang ve ark., 2017; Kadigamuwa ve ark., 2019; Xiu ve ark., 2022). Bu ¢alismada ise,
radyasyon maruziyetinin ardindan rarg gen ekspresyonunun artmasiyla birlikte apoptozla
iligskili genlerin de anlamli diizeyde arttig1 gdézlemlenmistir. Bu durum, rarg geninin bu
baglamda tiimor baskilayici bir 6zellik gosterebilecegine isaret etmektedir. rarg’ i embriyonik
gelisim siirecinde, 6zellikle hiicresel hasarlara kars1 olusan apoptoz yanitinin diizenlenmesinde
rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir. Bu artisin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasi i¢in

daha fazla calismaya ihtiya¢ vardir.

ugtla6, hem endojen hem de eksojen fenolik bilesiklerin glukuronidasyonunda gorev alan faz
IT detoksifikasyon enzimidir. Bu enzim karacigerin yani sira bagirsak, bobrek, beyin gibi
organlarda da bulunmakta olup, Ozellikle serotonin ve parasetamol gibi bilesiklerin
metabolizmasinda gorev almaktadir. ugt/a6 geninin ekspresyonu bireyler arasinda genetik,

cevresel, dokuya 6zgii faktorlere bagl olarak farkliliklar gosterebilir (Bock ve Kdhle, 2005).

Genetik faktorlerin doksorubisin kaynakli kardiyotoksisiteyi nasil etkiledigini gdsteren bir
calismada Bernstein ve ark. (2014) ugtla6 genindeki rs/7863783 polimorfizminin, ilag
metabolizmasini etkileyerek serbest radikal olusumunu ve kardiyotoksisiteyi arttirdigini

bildirmistir (Bernstein ve Burridge, 2014).

Antrasiklin kaynakli kardiyotoksisite (ACT) riskini belirlemek ic¢in yapilan genetik bir
arastirmada wugtla6 rs17863783 varyantinin ACT ile iligskili oldugu saptanmistir. Bu
polimorfizm ugtla6 aktivitesini degistirerek toksik metabolitlerin birikmesine neden olmustur.
Oksidatif stresin artmast da kalp hiicrelerini olumsuz yonde etkilemistir (Visscher ve ark.,

2013).

Antrasiklin, bir ¢ocukluk ¢agi hastaligi olan akut lenfoblastik 16semi tedavisinde kullanilan
kemoterapik ajan sinifidir. Yapilan bir calismada antrasiklin tiirevi ilaglarin kardiyotoksisite
incelemesinde genetik faktorlerin etkisi degerlendirilmistir. Daunorubisin (DNR) tedavisi
goren hastalarda diizenli kalp kontrolleri yapilmis ve ugt/a6 gen polimorfizmleri analiz
edilmistir. ugtl/a6 rsi17863783 polimorfizminin, antrasiklin metabolizmasini degistirdigi
saptanmigtir. Bu durum toksik metabolitlerin birikmesine ve reaktif oksijen tiirlerinin artmasina
neden olmustur. Kardiyomiyositlerde olusan hasarin kardiyotoksisite riskini arttirdigt

gbzlenmistir (Yu ve ark., 2021).
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Bu tez calismasinda iyonize radyasyon maruziyet grubunda ugt/a6 gen ekspresyonunda
anlamli bir artig tespit edilmistir. Bu durum iyonize radyasyonun detoksifikasyon ve metabolik
yanit mekanizmalarinmi etkiledigini gostermektedir. Literatiirde, kemoterapi ilaglarma bagh
kardiyotoksisite ile iligkili ¢aligmalar bulunmus olup, iyonize radyasyon ve ugtla6 geni
arasindaki iligkiyi gosteren calismalara rastlanmamistir. Bulgularimiz, iyonize radyasyon
maruziyetinin ugt/a6 gen ekspresyonunu arttirarak detoksifikasyon ve hiicresel metabolit
diizeylerini etkiledigini diisiindiirmektedir. Oksidatif stres belirte¢lerinin (SOD |,CAT|,LPO1)
degisimi bu bulgular1 desteklemektedir. Iyonize radyasyonun ugt/a6 geni iizerindeki etkilerini

anlamak i¢in daha fazla ¢caligmaya ihtiyag¢ vardir.

slc8al, rarg ve ugtla6 gen ekspresyonlar birlikte degerlendirildiginde, iyonize radyasyonun
iyon homeostazi, gelisimsel sinyal yollar1 ve detoksifikasyon mekanizmalarini etkiledigi
goriilmiistiir. Bu degisimler zebra baligi embriyosunda gordiigiimiiz hem fonksiyonel (kalp
atim hizi), hem de morfolojik (SV-BA mesafesi) anomalileri desteklemektedir. Mevcut tez
caligmasi, iyonize radyasyonun embriyonik kalp gelisimi {izerindeki biyolojik etkilere 151k
tutmakta ve gelecekte daha kapsamli hiicresel diizeyde ¢alismalarin yapilmasina gereksinim

olduguna isaret etmektedir.

Sinus venosus- bulbus arteriosus mesafesi, zebra balig1 embriyosunun kardiyak morfogenez
stirecini degerlendirmede kullanilan parametrelerden biridir. Bu parametre kalp tiipiiniin
kivrilmas1 hakkinda bilgiler sunmaktadir. Mesafede olusabilecek uzama veya kisalma kalbin
dogru sekilde kivrilmadigini, bunun da yapisal bozukluklara neden olabilecegini
gostermektedir. Cesitli cevresel ajanlar, ilaclar ve genetik faktdrler SV-BA mesafesi iizerinde

degisikliklere neden olabilmektedir (Hu ve ark., 2000).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ajanlarindan olan antrasiklinler kardiyotoksik etkileri
ile bilinirler. Yapilan bir ¢alismada, farkli antrasiklin tiirevleri kullanilmig ve bunlarin zebra
baligi embriyolar1 iizerindeki etkileri arastirilmustir. Ozellikle doksorubisin ilacinin daha
belirgin kalp kusurlarina neden oldugu bildirilmistir. Doksorubisin kullanim1 sonucunda SV-
BA mesafesi uzamis olup, kalbin kivrilma silireci bozulmustur. Doksorubisinin diger
kardiyotoksik etkileri arasinda perikardiyal 6dem ve bradikardi gibi durumlar da tespit

edilmistir (Han ve ark., 2015)

Yaygin kullanilan bir plastiklestirici olan butil benzil ftalat (BBP) maruziyetinin zebra balig:

embriyolar1 iizerindeki gelisimsel toksisitesini inceleyen bir aragtirmada, BBP maruziyetinin
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SV-BA arasindaki mesafeyi belirgin bir sekilde arttirdig: tespit edilmistir. Bu durum kalp tiipii
kivriminin  bozuldugunu gostermektedir. BBP maruziyetinin diger kardiyotoksik etkileri
arasinda kalp morfolojisinde deformasyon ve bradikardi gibi olumsuz etkilerde gbzlenmistir

(Sun ve Liu, 2017).

Cao ve ark. (2020) yaygin kullanilan bir herbisit olan diclofob- methyl (DM) maruziyeti sonrasi
zebra balig1 embriyolarinda kardiyogenezi incelemislerdir. Bu maruziyet sonrast SV-BA arasi
mesafesinde belirgin bir artis tespit edilmistir. DM’nin diger kardiyotoksik etkileri arasinda

oksidatif stresin arttig1 ve kalp atim hizinin azaldig1 gézlenmistir (Cao ve ark., 2020).

Bir diger ¢aligmada, 6-benzilaminupurin (6-BA) maruziyeti sonrasi zebra baliklarinin kardiyak
gelisimi incelenmistir. Maruziyet grubunda SV-BA arasi mesafenin arttig1 ve perikardiyal
O0demin goriildigli gézlenmistir. Bu durum kardiyak morfogenez siirecinin olumsuz yonde

etkilendigini gostermektedir (Yang ve ark., 2022).

Calismamizda, iyonize radyasyon maruziyetinin SV-BA mesafesini azalttig1 gozlemlenmistir.
X-1511 maruziyetinin bu mesafeyi kisaltmasi kalp tiipii kivrilmasinda degisiklikler oldugunu ve
kardiyak morfogenezin radyasyondan etkilendigini diigiindiirmektedir. SV-BA arasindaki
mesafenin azalmasi lineer bir seyir géstermemis; 6zellikle 72. saatte en belirgin hale gelirken,
96. saatte nispeten daha hafif bir diizeye inmistir. Bu degiskenligin, gelisim siirecindeki bireysel
varyasyonlardan, Ol¢iim duyarlilifindan ya da ge¢ donem fizyolojik adaptasyonlardan
kaynaklanip kaynaklamadigi net olarak bilinmemektedir. Bu nedenle, daha uzun siireli takipler

ve daha genis 6rneklem gruplariyla ¢calismanin tekrarlanmasi gereklidir.

Literatiirde iyonize radyasyonun SV-BA mesafesi iizerine etkisine dair calismaya
rastlanmamistir. Cevresel toksik ajanlarin SV-BA mesafesini arttirdigt  gdzlenirken,
calismamizda iyonize radyasyonun tam tersi etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum farkl bir
mekanizmanin etkin olabilecegini diisiindiirmektedir. Iyonize radyasyonun kalp morfogenezini
etkiledigini goéz onilinde bulundurdugumuzda bu konu ile ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiyag

oldugu goriilmektedir.

Liu ve ark. (2017) yaptig1 bir caligmada triadimefon maruziyeti sonrasinda zebra balig:
embriyolarinda dolagim bozukluklar1 ve kalp atimi devam ederken kan akisinin yavasladigi
veya kayboldugu bildirilmistir. Benzer sekilde ¢alismamizda bir embriyoda kalp atimi devam

etmesine ragmen kalp i¢inde kan hiicreleri gézlenmemistir. Bu bulgu, hematopoetik sistemin
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radyasyon maruziyetinden etkilenmis olabilecegi olasiligim1 giindeme getirmektedir. Bu
nedenle, radyasyonun embriyonik donemde hematopoez iizerindeki olasi etkilerinin daha genis

orneklemlerle ve hedeflenmis analizlerle aragtirilmasi 6nerilmektedir (Liu ve ark., 2017).

Norris ve ark. (1972) yapmis oldugu ¢alismada x-1sinlarinin memeli embriyolarinda kalp atim
hizina etkileri aragtirilmistir. Sigan embriyolart gebeligin 11. gilinlinde farkli dozlarda (1316,
1750 ve 2200 R/dakika) 250 kVp X-1sinina maruz birakilmigtir. Radyasyon maruziyetinin
baslamasiyla kalp atim hizinda ani bir diisiis gozlenmistir. Caligmada radyasyonun toplam

emilen doza bagli olarak embriyonik kalp fonksiyonlarinin degistigi saptanmistir (Norris ve

ark., 1972).

Bir baska calismada, 5.6 GHz radyo frekansi radyasyonu (RFR) kullanilarak si¢anlarda kalp
atim hizi, kan basinci ve solunum hizina etkileri incelenmistir. Siganlara 30 mW/cm? ve 60
mW/cm? gii¢ yogunluklarinda RFR uygulanmigtir. 60 mW/cm? RFR maruziyeti kalp atim
hizinda belirgin bir artisa sebep olurken, 30 mW/cm? dozunda RFR maruziyetinde anlamli bir
degisiklik saptanmamugtir. Kan basinci ve solunum hizi {izerinde ise anlamli bir etki
gozlenmemistir. Bu bulgular dogrultusunda, RFR’nin kalp atim hizina etkisinin gii¢

yogunluguna bagli olarak degistigi tespit edilmistir (Jauchem ve ark., 1984).

Freeman ve ark. (2014) yapmis oldugu calismada, farkli dozlarda (0,1,2,5,10 Gy) iyonize
radyasyonun kardiyovaskiiler gelisim {izerine etkilerini ve gen ekspresyon degisikliklerini
incelemislerdir. Zebra baligi embriyolarinda gerceklestirdikleri aragtirmalarinda 10 Gy
dozunda kalp atim hizinda belirgin bir azalma gozlemlenirken, 1,2 ve 5 Gy dozlarinda kalp atim

hizinda anlamli bir artis gézlendigini bildirmislerdir (Freeman ve ark., 2014).

56Fe iyon radyasyonunun zebra bali§1 embriyolar: iizerindeki toksik etkileri incelendigi bir
aragtirmada 0.5, 1, 2 ve 4 Gy dozlarda 56Fe iyon radyasyonuna maruz birakilan embriyolarda
gelisimsel toksisite, apoptoz degisiklikleri gozlemlenmistir. Maruziyet grubunda kalp atim hizi
doz bagimli olarak azalmistir. 2 ve 4 Gy dozlarinda kalp atim hizinda anlamli bir azalma tespit
edilmistir. Bu durum iyonize radyasyonun DNA hasar1 ve apoptoza neden olmasi ile
iligkilendirilmistir. Calisma sonuglari, agir iyonize radyasyonun zebra baligi embriyolarinda

gelisimsel toksisite ve bradikardiye neden oldugunu gostermektedir (Si ve ark., 2017).

Erken yasam evrelerinde subletal ultraviyole radyasyonun zebra balig1 tizerindeki etkilerini

inceleyen bir caligmada, kalp atim hizi, davranis degisiklikleri ve oksidatif stres parametreleri
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degerlendirilmistir. UVA ve UVB maruziyetinin, kalp atim hizinda doza bagli bradikardiye
neden oldugu goriilmiistiir. 50 hpf"de UVA ve UVB dozlarinda kalp atim hizinda azalma
izlenirken, 60 hpf’de ise UVA maruziyetinde kalp atim hizinda azalma devam ederken,
UVB’nin etkisi zamanla azalmistir. Sonug olarak, ultraviyole radyasyonun erken gelisim

doneminde kalp fonksiyonlarini etkiledigi saptanmistir (Hurem ve ark., 2018).

Mevcut tez ¢aligmasinda, zebra balig1 embriyolarina x-151n1 radyasyonu uygulanmis olup 48.,
72. ve 96. hpf’de kontrol grubu ile kalp atim hizlar1 karsilagtirilmistir. Maruziyet grubunda kalp
atim hizinda anlaml artiglar izlenmistir. Literatlirde yer alan iyonize radyasyonun kardiyak
fonksiyon {izerine etkileri ile ilgili baz1 calismalarla kismen tutarlilik gostermektedir.
Kullanilan radyasyonun tiirli, uygulama siiresi, gelisimin kacinci saatinde uygulandigi ve
embriyonun adaptif yanit1 gibi ¢esitli faktorler calismalar arasinda farkli sonuglar ¢ikmasina
neden olmaktadir. Norris ve ark. (1972) ve Si ve ark. (2017) yiiksek doz iyonlastirict
radyasyonun bradikardiye sebep oldugunu bildirirken, Freeman ve ark. (2014) diislik dozlarda
tasikardi, yiiksek dozlarda bradikardi gozlendigini saptamistir. Ayrica, Jauchem ve ark. (1984)
radyo frekansinin tagikardiye neden oldugunu bildirmistir. Mevcut ¢alismada ise, kalp atim hiz1
48, 72 ve 96 hpf boyunca artmis olup, bu artis ivmesi ilerleyen saatlerde azalmistir. Kalp atim
hizi1 takibinin 96 hpf’de sonlandirilmasi ¢alismayi sinirlandiran etmenlerden biridir. 120. hpf°de
kalp atim hizinin artig1, normal seyre veya ge¢ donemde bradikardiye doniisiip doniismeyecegi
bilinmemektedir. Bu ¢alisma sonucunda kardiyovaskiiler sistemin iyonize radyasyona karsi
duyarli oldugu saptanmistir. X-iginlarinin embriyonik kalp gelisimi {izerine etkilerinin
zamansal degisimini daha iyi anlayabilmek icin daha uzun siireli ve kapsamli caligmalara

ihtiya¢ vardir.

Elde edilen bu deneysel veriler, embriyonik donemin iyonize radyasyona kars1 duyarliligini
ortaya koyarken, klinik uygulamalarda kullanilan diisiik doz radyasyonun dahi biyolojik etkiler
yaratabilecegine isaret etmektedir. Amerikan Dis Hekimleri Birligi (ADA), radyografik
degerlendirmelere iliskin 2024 y1ilina ait giincel agiklamasinda, gebelik dahil herhangi bir saglik
durumu fark etmeksizin tiroid ve karin bolgesine yonelik koruyucu kursun onliiklerin rutin
olarak kullanilmasinin gerekli olmadigini bildirmistir. ADA, dijital radyografi sistemlerinin
diisiik doz iyonize radyasyon yaydigini ve yalnizca ilgili bdlgenin 1sinlanmasiyla gereksiz
maruziyetin 6niine ge¢ildigini savunmaktadir ((ADA), 2024). Dolayisiyla 6zellikle ¢ocuklar,
geng bireyler ve hamilelik ihtimali bulunan kadinlar basta olmak iizere, tiim bireylerde kursun

onliik kullaniminin siirdiiriilmesi yalnizca bir tercih degil, bilimsel verilere dayanan bir

69



gereklilik olarak 6ne ¢ikmaktadir. Uygulanacak goriintiileme yontemine hastaya 6zgii bir
degerlendirme ile karar verilmesi ve radyasyondan korunma stratejilerinin tamamen
kaldirilmasi yerine bireysellestirilerek yeniden diizenlenmesi, radyasyondan korunma
acisindan en dogru yaklasimdir. Mevcut tez ¢alismasinin bulgulari, dis hekimliginde
kullanilan diisiik doz iyonize radyasyonun dahi biyolojik etkiler olusturabilecegini acik¢a
ortaya koymakta; bu baglamda, koruyucu onlemlerin 6nemini giiclii bir bicimde teyit

etmektedir.
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8. SONUCLAR

1. lIyonize radyasyon, zebra baligi embriyolarinin kardiyak gelisimini etkilemistir. Kalp

fonksiyonlari, morfolojisi ve molekiiler siireglerinde belirgin degisiklikler saptanmustir.

2. SOD ve CAT aktivitelerinde azalma gozlenmis olup, LPO diizeylerinde artis

saptanmigtir. Bu durum, radyasyonun oksidatif stresi artirdigini géstermektedir.

3. GST ve UGT1A6 gen ekspresyonlarinda anlamli artis izlenmis olup, organizmanin

hasar1 sinirlamaya calistigini diistindiiriir niteliktedir.

4. p53 ve bax ekspresyonlart artmis, bcl-2 ekspresyonu azalmis, akridin oranj boyama ile
kalpte apoptotik hiicreler izlenmistir. Bu savunma yanitlarinin hasar1 kontrol altina
almakta yetersiz kalabilecegini ve bunun sonucunda apoptoz mekanizmasinin devreye

girmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

5. Kalpte yapisal ve fonksiyonel bozulmalar izlenmistir. 48., 72. Ve 96. saatlerde SV-BA
mesafesinde azalma, kalp atim hizinda artis saptanmustir. s/lc8al gen ekspresyonundaki
artis ve NO seviyelerindeki diisiisiin, kalp atim hizindaki artis izerinde etkili olabilecegi

diistiniilmektedir.

6. Sonug¢ olarak, iyonize radyasyon, embriyonik kalp atim hizinda artisa, kardiyak
morfolojide degisikliklere, oksidatif stresin artmasina ve apoptotik yolaklarin aktive
olmasina neden olmustur. Bu bulgular, radyasyonun embriyonik kardiyovaskiiler sistem

izerindeki potansiyel toksik etkileri ortaya koymaktadir.

7. Mevcut tez ¢alismasi, dis hekimliginde kullanim1 giderek yayginlasan KIBT kaynakli
iyonize radyasyon maruziyetinin kardiyak ve gelisimsel siiregler iizerindeki etkilerini
inceleyen ilk ¢aligma olup, radyasyon maruziyetinin embriyonik kardiyotoksisiteye yol

acabilecegini gostermektedir.

8. Dis hekimliginde radyasyondan korunma agisindan en dogru yaklasimin, hastaya 6zgii
bir degerlendirme ile uygun goriintiileme yoOnteminin se¢ilmesi ve korunma

yontemlerinin bireysellestirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

71



9.KAYNAKCA

(ADA), A. D. A. (2024). Using thyroid collars during radiographic exams no longer
recommended by ADA. Retrieved 11 Mart 2025 from https://adanews.ada.org/ada-
news/2024/february/using-thyroid-collars-during-radiographic-exams-no-longer-
recommended-by-ada/

Abbott, D. A., Suir, E., Duong, G.-H., De Hulster, E., Pronk, J. T., & Van Maris, A. J. (2009).
Catalase overexpression reduces lactic acid-induced oxidative stress in Saccharomyces
cerevisiae. Applied and environmental microbiology, 75(8), 2320-2325.

Aebi, H. (1984). [13] Catalase in vitro. In Methods in enzymology (Vol. 105, pp. 121-126).
Elsevier.

Antkiewicz, D. S., Burns, C. G., Carney, S. A., Peterson, R. E., & Heideman, W. (2005). Heart
malformation is an early response to TCDD in embryonic zebrafish. Toxicological
sciences, 84(2), 368-377.

Ayala, A., Munoz, M. F., & Argiielles, S. (2014). Lipid peroxidation: production, metabolism,
and signaling mechanisms of malondialdehyde and 4-hydroxy-2-nonenal. Oxidative
medicine and cellular longevity, 2014(1), 360438.

Aydas Bayramov, E. C. (2024). Zebra Baligi Embriyolarinda Norotoksin Maruziyetine Kars
Olusan Yanita Diisiik Doz Iyonize Radyasyonun Etkileri [Uzmanlik Tezi, Marmara
Universitesi]. Istanbul.

Azzam, E. ., Jay-Gerin, J.-P., & Pain, D. (2012). lonizing radiation-induced metabolic
oxidative stress and prolonged cell injury. Cancer letters, 327(1-2), 48-60.

Baker, J. E., Moulder, J. E., & Hopewell, J. W. (2011). Radiation as a risk factor for
cardiovascular disease. Antioxidants & redox signaling, 15(7), 1945-1956.

Baker, K., Warren, K. S., Yellen, G., & Fishman, M. C. (1997). Defective “pacemaker” current
(I'h) in a zebrafish mutant with a slow heart rate. Proceedings of the National Academy
of Sciences, 94(9), 4554-4559.

Bakkers, J. (2011). Zebrafish as a model to study cardiac development and human cardiac
disease. Cardiovascular research, 91(2), 279-288.

Bansal, N., Blanco, J. G., Sharma, U. C., Pokharel, S., Shisler, S., & Lipshultz, S. E. (2020).
Cardiovascular diseases in survivors of childhood cancer. Cancer and Metastasis
Reviews, 39, 55-68.

Barrionuevo, W., & Burggren, W. (1999). O2 consumption and heart rate in developing
zebrafish (Danio rerio): influence of temperature and ambient O2. American Journal of
Physiology-Regulatory, Integrative and Comparative Physiology, 276(2), R505-R513.

Bartman, T., Walsh, E. C., Wen, K.-K., McKane, M., Ren, J., Alexander, J., Rubenstein, P. A.,
& Stainier, D. Y. R. (2004). Early myocardial function affects endocardial cushion
development in zebrafish. PLoS biology, 2(5), €129.

72


https://adanews.ada.org/ada-news/2024/february/using-thyroid-collars-during-radiographic-exams-no-longer-recommended-by-ada/
https://adanews.ada.org/ada-news/2024/february/using-thyroid-collars-during-radiographic-exams-no-longer-recommended-by-ada/
https://adanews.ada.org/ada-news/2024/february/using-thyroid-collars-during-radiographic-exams-no-longer-recommended-by-ada/

Baynes, J. W., & Thorpe, S. R. (1999). Role of oxidative stress in diabetic complications: a new
perspective on an old paradigm. Diabetes, 48(1), 1-9.

Beckman, J. A., Thakore, A., Kalinowski, B. H., Harris, J. R., & Creager, M. A. (2001).
Radiation therapy impairs endothelium-dependent vasodilation in humans. Journal of
the American College of Cardiology, 37(3), 761-765.

Beers, R. F., & Sizer, [. W. (1952). A spectrophotometric method for measuring the breakdown
of hydrogen peroxide by catalase. J Biol Chem, 195(1), 133-140.

Bernstein, D., & Burridge, P. (2014). Patient-specific pluripotent stem cells in doxorubicin
cardiotoxicity: a new window into personalized medicine. Progress in pediatric
cardiology, 37(1-2), 23-27.

Bhasin, C., Mudgal, P., Joshi, A., Mangla, A. G., Madhu, V. S., Jain, S., Sharma, K., Saluja, K.,
Kapoor, Y., & Kandola, P. (2016). Zebrafish Early Stage Developmental Defects as
Indicator of Site Specific Water Composition of River Yamuna. Zebrafish, 2(1), 40-55.

Bock, K. W., & Kdhle, C. (2005). UDP-glucuronosyltransferase 1A6: structural, functional, and
regulatory aspects. Methods in enzymology, 400, 57-75.

Bredt, D. S. (1999). Endogenous nitric oxide synthesis: biological functions and
pathophysiology. Free radical research, 31(6), 577-596.

Brenner, D. J., & Hall, E. J. (2007). Computed tomography—an increasing source of radiation
exposure. New England journal of medicine, 357(22), 2277-2284.

Brent, R. L. (2009). Saving lives and changing family histories: appropriate counseling of
pregnant women and men and women of reproductive age, concerning the risk of
diagnostic radiation exposures during and before pregnancy. American journal of
obstetrics and gynecology, 200(1), 4-24.

Brent, R. L. (2015). Protection of the gametes embryo/fetus from prenatal radiation exposure.
Health physics, 108(2), 242-274.

Bushberg, J. T., Seibert, J. A., Leidholdt, E., Boone, J. M., & Mahesh, M. (2013). The essential
physics of medical imaging. Medical Physics, 40(7), 077301.

Cao, Z., Huang, Y., Xiao, J., Cao, H., Peng, Y., Chen, Z., Liu, F., Wang, H., Liao, X., & Lu, H.
(2020). Exposure to diclofop-methyl induces cardiac developmental toxicity in
zebrafish embryos. Environmental Pollution, 259, 113926.

Cellat, M., & Kiligalp, D. K. (2010). Elektromanyetik radyasyona maruz birakilan kobaylarin
bobrek dokusunda prooksidan-antioksidan diizeylerine yesil ¢aymn etkisi. Firat
Universitesi Saglik Bilimleri Veteriner Dergisi, 24(1), 17-21.

Chang, D. S., Lasley, F. D., Das, I. J., Mendonca, M. S., Dynlacht, J. R., Chang, D. S., Lasley,
F. D., Das, 1. J., Mendonca, M. S., & Dynlacht, J. R. (2021). Radiation effects in the
embryo and fetus. Basic radiotherapy physics and biology, 349-353.

Charles, M. (2001). UNSCEAR Report 2000: sources and effects of ionizing radiation. In.

73



Chelikani, P., Fita, 1., & Loewen, P. C. (2004). Diversity of structures and properties among
catalases. Cellular and Molecular Life Sciences CMLS, 61, 192-208.

Chen, C. F., Goyette, P., & Lohnes, D. (2004). RARY acts as a tumor suppressor in mouse
keratinocytes. Oncogene, 23(31), 5350-5359.

Christidi, E., Huang, H., Shafaattalab, S., Maillet, A., Lin, E., Huang, K., Laksman, Z., Davis,
M. K., Tibbits, G. F., & Brunham, L. R. (2020). Variation in RARG increases
susceptibility to doxorubicin-induced cardiotoxicity in patient specific induced
pluripotent stem cell-derived cardiomyocytes. Scientific reports, 10(1), 10363.

Cikman, O., Bulut, A., & Taysi, S. (2024). Protective effect of propolis in protecting against
radiation-induced oxidative stress in the liver as a distant organ. Scientific reports, 14(1),
21766.

Cohen, E., Fish, B., & Moulder, J. (1996). The role of nitric oxide in radiation nephropathy.
Archives of physiology and biochemistry, 104(2), 200-206.

Conlon, K., Collins, T., & Kidd, C. (1996). Modulation of vagal actions on heart rate produced
by inhibition of nitric oxide synthase in the anaesthetized ferret. Experimental
Physiology: Translation and Integration, 81(3), 547-550.

Council, N. R., Studies, L., Research, B. 0. R. E., & Radiation, C.t. A. H.R.f E. t. L. L. o. L.
(2006). Health risks from exposure to low levels of ionizing radiation: BEIR VII phase
2.

De Esch, C., Slieker, R., Wolterbeek, A., Woutersen, R., & de Groot, D. (2012). Zebrafish as
potential model for developmental neurotoxicity testing: a mini review.
Neurotoxicology and teratology, 34(6), 545-553.

Egilmezer, G. (2019). Benzo (A) Piren, Dimetil Benzantrasen ve N-Metil-N-Nitroziirenin
Karsinojenik Etkilerinin Zebra Baliklarinda incelenmesi /Yiiksek Lisans Tezi, Marmara
Universitesi].

Eken, A., Aydin, A., Erdem, O., Akay, C., Sayal, A., & Somuncu, I. (2012). Induced antioxidant
activity in hospital staff occupationally exposed to ionizing radiation. International
Jjournal of radiation biology, 88(9), 648-653.

Elmore, S. (2007). Apoptosis: a review of programmed cell death. Toxicologic pathology, 35(4),
495-516.

Fan, W., Zhang, J., Wang, N., Li, J., & Hu, L. (2023). The application of deep learning on CBCT
in dentistry. Diagnostics, 13(12), 2056.

Freeman, J. L., Weber, G. J., Peterson, S. M., & Nie, L. H. (2014). Embryonic ionizing radiation
exposure results in expression alterations of genes associated with cardiovascular and
neurological development, function, and disease and modified cardiovascular function
in zebrafish. Frontiers in genetics, 5, 268.

Garcia, G. R., Noyes, P. D., & Tanguay, R. L. (2016). Advancements in zebrafish applications
for 21st century toxicology. Pharmacology & therapeutics, 161, 11-21.

74



Geiger, G. A., Parker, S. E., Beothy, A. P, Tucker, J. A., Mullins, M. C., & Kao, G. D. (2006).
Zebrafish as a “biosensor”? Effects of ionizing radiation and amifostine on embryonic
viability and development. Cancer research, 66(16), 8172-8181.

Gilani, S. H., & Jaffee, O. C. (1971). Congenital cardiovascular anomalies in chick embryos
exposed to x-irradiation and hypothermia. American journal of obstetrics and
gynecology, 111(1), 47-52.

Glasser, O. (1993). Wilhelm Conrad Réntgen and the early history of the Roentgen rays.
Norman Publishing.

Glickman, N. S., & Yelon, D. (2002). Cardiac development in zebrafish: coordination of form
and function. Seminars in cell & developmental biology,

Habig, W. H., & Jakoby, W. B. (1981). [51] Assays for differentiation of glutathione S-
Transferases. In Methods in enzymology (Vol. 77, pp. 398-405). Elsevier.

Hall, E. J., & Giaccia, A. J. (2006). Radiobiology for the Radiologist (Vol. 6). Philadelphia.

Halliwell, B., & Gutteridge, J. M. (2015). Free radicals in biology and medicine. Oxford
university press, USA.

Han, Y., Zhang, J. p., Qian, J. q., & Hu, C. q. (2015). Cardiotoxicity evaluation of anthracyclines
in zebrafish (Danio rerio). Journal of Applied Toxicology, 35(3), 241-252.

Hasbullah, J. S., Scott, E. N., Bhavsar, A. P., Gunaretnam, E. P., Miao, F., Soliman, H., Carleton,
B. C., & Ross, C. J. (2022). All-trans retinoic acid (ATRA) regulates key genes in the
RARG-TOP2B pathway and reduces anthracycline-induced cardiotoxicity. Plos one,
17(11), e0276541.

Hatcher, D. C. (2010). Operational principles for cone-beam computed tomography. The
Journal of the american dental association, 141, 3S-6S.

Hayes, J. D., Flanagan, J. U., & Jowsey, . R. (2005). Glutathione transferases. Annu. Rev.
Pharmacol. Toxicol., 45(1), 51-88.

Helm, A., Arrizabalaga, O., Pignalosa, D., Schroeder, 1. S., Durante, M., & Ritter, S. (2016).
Ionizing radiation impacts on cardiac differentiation of mouse embryonic stem cells.
Stem Cells and Development, 25(2), 178-188.

Herring, N., Danson, E. J., & Paterson, D. J. (2002). Cholinergic control of heart rate by nitric
oxide is site specific. Physiology.

Hill, A. J., Teraoka, H., Heideman, W., & Peterson, R. E. (2005). Zebrafish as a model vertebrate
for investigating chemical toxicity. Toxicological sciences, 86(1), 6-19.

Honjo, Y., & Ichinohe, T. (2019). Cellular responses to ionizing radiation change quickly over
time during early development in zebrafish. Cell Biol Int, 43(5), 516-527.
https://doi.org/10.1002/cbin.11117

75


https://doi.org/10.1002/cbin.11117

Hu, N., Sedmera, D., Yost, H. J., & Clark, E. B. (2000). Structure and function of the developing
zebrafish heart. The Anatomical Record: An Official Publication of the American
Association of Anatomists, 260(2), 148-157.

Huang, G.-L., Song, W., Zhou, P., Fu, Q.-R., Lin, C.-L., Chen, Q.-X., & Shen, D.-Y. (2017).
Oncogenic retinoic acid receptor y knockdown reverses multi-drug resistance of human
colorectal cancer via Wnt/B-catenin pathway. Cell Cycle, 16(7), 685-692.

Hurem, S., Fraser, T. W., Gomes, T., Mayer, 1., & Christensen, T. (2018). Sub-lethal UV
radiation during early life stages alters the behaviour, heart rate and oxidative stress
parameters in zebrafish (Danio rerio). Ecotoxicology and environmental safety, 166,
359-365.

ICRP. (2007). The 2007 Recommendations of the International Commission on Radiological
Protection. ICRP  publication 103.  Ann  ICRP, 37(2-4), 1-332.
https://doi.org/10.1016/j.icrp.2007.10.003

Jackson, S. P., & Bartek, J. (2009). The DNA-damage response in human biology and disease.
Nature, 461(7267), 1071-1078.

Jaju, P. P., & Jaju, S. P. (2015). Cone-beam computed tomography: time to move from ALARA
to ALADA. Imaging science in dentistry, 45(4), 263.

Jauchem, J. R., Frei, M. R., & Heinmets, F. (1984). Heart rate changes due to 5.6-GHz
radiofrequency radiation: relation to average power density. Proceedings of the Society
for Experimental Biology and Medicine, 177(3), 383-387.

Jursinic, P. A. (2007). Characterization of optically stimulated luminescent dosimeters, OSLDs,
for clinical dosimetric measurements. Med Phys, 34(12), 4594-4604.
https://doi.org/10.1118/1.2804555

Kadigamuwa, C., Choksi, S., Xu, Q., Cataisson, C., Greenbaum, S. S., Yuspa, S. H., & Liu, Z.-
g. (2019). Role of retinoic acid Receptor-y in DNA damage-induced necroptosis.
IScience, 17, 74-86.

Karagdz, A., Beler, M., Altun, B. D., Unal, 1., Cansiz, D., Giindiiz, H., Alturfan, A. A., Emekli-
Alturfan, E., & Yalcinkaya, . E. (2023). Panoramic dental X-ray exposure leads to
oxidative stress, inflammation and apoptosis-mediated developmental defects in
zebrafish embryos. Journal of Stomatology, Oral and Maxillofacial Surgery, 124(6),
101661.

Karaman, G. E., Emekli-Alturfan, E., & Akyliz, S. (2020). Zebrafish; an emerging model
organism for studying toxicity and biocompatibility of dental materials. Cellular and
Molecular Biology, 66(8), 41-46.

Kimmel, C. B., Ballard, W. W., Kimmel, S. R., Ullmann, B., & Schilling, T. F. (1995). Stages
of embryonic development of the zebrafish. Developmental Dynamics, 203(3), 253-310.

Khucinski, P, Wojcik, A., Grabowska-Bochenek, R., Gminski, J., Mazur, B., Hrycek, A.,
Cieslik, P, & Martirosian, G. (2008). Erythrocyte antioxidant parameters in workers
occupationally exposed to low levels of ionizing radiation. Ann Agric Environ Med,
15(1), 9-12.

76


https://doi.org/10.1016/j.icrp.2007.10.003
https://doi.org/10.1118/1.2804555

Kollayan, B. Y., Cansiz, D., Beler, M., Unal, 1., Emekli-Alturfan, E., & Yalcinkaya, S. E. (2024).
Effects of low-dose ionizing radiation on the molecular pathways linking neurogenesis
and autism spectrum disorders in zebrafish embryos. Drug and Chemical Toxicology,
1-14.

Ledwozyw, A., Michalak, J., Stepien, A., & Kadziotka, A. (1986). The relationship between
plasma triglycerides, cholesterol, total lipids and lipid peroxidation products during
human atherosclerosis. Clinica Chimica Acta, International Journal of Clinical
Chemistry, 155(3), 275-283.

Lee, J. H., Choi, I. Y., Kil, I. S., Kim, S. Y., Yang, E. S., & Park, J.-W. (2001). Protective role
of superoxide dismutases against ionizing radiation in yeast. Biochimica et Biophysica
Acta (BBA)-General Subjects, 1526(2), 191-198.

Levine, A. J. (1997). p53, the cellular gatekeeper for growth and division. cell, 8§8(3), 323-331.
Little, J. B. (2000). Radiation carcinogenesis. Carcinogenesis, 21(3), 397-404.

Little, M. P. (2016). Radiation and circulatory disease. Mutation Research/Reviews in Mutation
Research, 770, 299-318.

Little, M. P., Azizova, T. V., Bazyka, D., Bouffler, S. D., Cardis, E., Chekin, S., Chumak, V. V.,
Cucinotta, F. A., de Vathaire, F., & Hall, P. (2012). Systematic review and meta-analysis
of circulatory disease from exposure to low-level ionizing radiation and estimates of
potential population mortality risks. Environmental health perspectives, 120(11), 1503-
1511.

Liu, H.-c., Chu, T.-y., Chen, L.-1., Gui, W.-j., & Zhu, G.-n. (2017). The cardiovascular toxicity
of triadimefon in early life stage of zebrafish and potential implications to human health.
Environmental Pollution, 231, 1093-1103.

Liu, K., Liu, Z., Qi, H., Liu, B., Wu, J., Liu, Y., Zhang, J., Cao, H., Yan, Y., & He, Y. (2018).
Genetic variation in SLC8A1 gene involved in blood pressure responses to acute salt
loading. American Journal of Hypertension, 31(4), 415-421.

Lofthag-Hansen, S., Thilander-Klang, A., & Grondahl, K. (2011). Evaluation of subjective
image quality in relation to diagnostic task for cone beam computed tomography with
different fields of view. European journal of radiology, 80(2), 483-488.

Loncar, N., & Fraaije, M. W. (2015). Catalases as biocatalysts in technical applications: current
state and perspectives. Applied microbiology and biotechnology, 99, 3351-3357.

Loubele, M., Bogaerts, R., Van Dijck, E., Pauwels, R., Vanheusden, S., Suetens, P., Marchal,
G., Sanderink, G., & Jacobs, R. (2009). Comparison between effective radiation dose

of CBCT and MSCT scanners for dentomaxillofacial applications. European journal of
radiology, 71(3), 461-468.

Ludlow, J. B., Davies-Ludlow, L., Brooks, S., & Howerton, W. (2006). Dosimetry of 3 CBCT
devices for oral and maxillofacial radiology: CB Mercuray, NewTom 3G and i-CAT.
Dentomaxillofacial radiology, 35(4), 219-226.

77



Madamanchi, N. R., & Runge, M. S. (2013). Redox signaling in cardiovascular health and
disease. Free Radical Biology and Medicine, 61, 473-501.

Magdy, T., Jiang, Z., Jouni, M., Fonoudi, H., Lyra-Leite, D., Jung, G., Romero-Tejeda, M., Kuo,
H.-H., Fetterman, K. A., & Gharib, M. (2021). RARG variant predictive of doxorubicin-
induced cardiotoxicity identifies a cardioprotective therapy. Cell stem cell, 28(12),
2076-2089. ¢2077.

Mages, C., Gampp, H., Rahm, A., Ullrich, N., Seidensaal, K., Rhein, B., Debus, J., Frey, N.,
Thomas, D., & Lugenbiel, P. (2022). Radiation-induced electrophysiological
remodelling in neonatal rat ventricular cardiomyocytes. European Heart Journal,
43(Supplement_2), ehac544. 2975.

Mark, M., Ghyselinck, N. B., & Chambon, P. (2009). Function of retinoic acid receptors during
embryonic development. Nuclear receptor signaling, 7(1), nrs. 07002.

Martin, C. J., & Sutton, D. G. (2015). Practical radiation protection in healthcare. Oxford
University Press, USA.

McAleer, M. F., Davidson, C., Davidson, W. R., Yentzer, B., Farber, S. A., Rodeck, U., &
Dicker, A. P. (2005). Novel use of zebrafish as a vertebrate model to screen radiation
protectors and sensitizers. Int J Radiat Oncol Biol Phys, 61(1), 10-13.
https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2004.09.046

McCord, J. M., & Fridovich, 1. (1969). Superoxide dismutase: an enzymic function for
erythrocuprein (hemocuprein). Journal of Biological chemistry, 244(22), 6049-6055.

McDermott-Roe, C., & Ky, B. (2020). Genetics of Anthracycline-Mediated Cardiotoxicity:
Current Status and Challenges. Current Cardiovascular Risk Reports, 14(10), 14.
https://doi.org/10.1007/s12170-020-00647-3

Meister, A. (1988). Glutathione metabolism and its selective modification. Journal of
Biological chemistry, 263(33), 17205-17208.

Mi, P., Tang, Y.-Q., & Feng, X.-Z. (2020). Acute fluorene-9-bisphenol exposure damages early
development and induces cardiotoxicity in zebrafish (Danio rerio). Ecotoxicology and
environmental safety, 202, 110922.

Miao, L., & Clair, D. K. S. (2009). Regulation of superoxide dismutase genes: implications in
disease. Free Radical Biology and Medicine, 47(4), 344-356.

Milan, D. J., Peterson, T. A., Ruskin, J. N., Peterson, R. T., & MacRae, C. A. (2003). Drugs that
induce repolarization abnormalities cause bradycardia in zebrafish. Circulation,
107(10), 1355-1358.

Miranda, K. M., Espey, M. G., & Wink, D. A. (2001). A rapid, simple spectrophotometric
method for simultaneous detection of nitrate and nitrite. Nitric oxide, 5(1), 62-71.

Moncada, S., Palmer, R., & Higgs, E. (1991). Nitric oxide: physiology, pathophysiology, and
pharmacology. Pharmacological reviews, 43(2), 109-142.

78


https://doi.org/10.1016/j.ijrobp.2004.09.046
https://doi.org/10.1007/s12170-020-00647-3

Murphy, M., Mabruk, M., Lenane, P., Liew, A., McCann, P., Buckley, A., Billet, P., Leader, M.,
Kay, E., & Murphy, G. (2002). The expression of p53, p21, Bax and induction of
apoptosis in normal volunteers in response to different doses of ultraviolet radiation.
British Journal of Dermatology, 147(1), 110-117.

Mylroie, A. A., Collins, H., Umbles, C., & Kyle, J. (1986). Erythrocyte superoxide dismutase
activity and other parameters of copper status in rats ingesting lead acetate. Toxicology
and applied pharmacology, 82(3), 512-520.

Naitoh, M., Hirukawa, A., Katsumata, A., & Ariji, E. (2009). Evaluation of voxel values in
mandibular cancellous bone: relationship between cone-beam computed tomography

and multislice helical computed tomography. Clinical oral implants research, 20(5),
503-506.

Norris, J. A., Robkin, M., Shepard, T., & Tanimura, T. (1972). Prompt Effects of Radiation on
the Heart Rate on a Mammalian Embryo. Radiation research, 52(3), 579-587.

O'dell, T. J., Hawkins, R. D., Kandel, E. R., & Arancio, O. (1991). Tests of the roles of two
diffusible substances in long-term potentiation: evidence for nitric oxide as a possible
early retrograde messenger. Proceedings of the National Academy of Sciences, 88(24),
11285-11289.

Oltval, Z. N., Milliman, C. L., & Korsmeyer, S. J. (1993). Bcl-2 heterodimerizes in vivo with a
conserved homolog, Bax, that accelerates programed cell death. cell, 74(4), 609-619.

Otake, M., & Schull, W. J. (1993). Radiation-related small head sizes among prenatally exposed
A-bomb survivors. International journal of radiation biology, 63(2), 255-270.

Otake, M., & Schull, W. J. (1998). Radiation-related brain damage and growth retardation
among the prenatally exposed atomic bomb survivors. International journal of radiation
biology, 74(2), 159-171.

Paithankar, J. G., Raghu, S. V., & Patil, R. K. (2018). Concomitant changes in radiation
resistance and trehalose levels during life stages of Drosophila melanogaster suggest
radio-protective function of trehalose. International journal of radiation biology, 94(6),
576-589.

Palmer, R. M., Ferrige, A., & Moncada, S. (1987). Nitric oxide release accounts for the
biological activity of endothelium-derived relaxing factor. Nature, 327(6122), 524-526.

Pauwels, R., Beinsberger, J., Collaert, B., Theodorakou, C., Rogers, J., Walker, A., Cockmartin,
L., Bosmans, H., Jacobs, R., & Bogaerts, R. (2012). Effective dose range for dental cone
beam computed tomography scanners. European journal of radiology, 81(2), 267-271.

Piccirillo, S., Castaldo, P., Macri, M. L., Amoroso, S., & Magi, S. (2018). Glutamate as a
potential “survival factor” in an in vitro model of neuronal hypoxia/reoxygenation
injury: leading role of the Na+/Ca2+ exchanger. Cell Death & Disease, 9(7), 731.

Planchart, A., Mattingly, C. J., Allen, D., Ceger, P., Casey, W., Hinton, D., Kanungo, J.,
Kullman, S. W, Tal, T., & Bondesson, M. (2016). Advancing toxicology research using
in vivo high throughput toxicology with small fish models. Altex, 33(4), 435.

79



Protection, R. (2007). ICRP publication 103. Ann ICRP, 37(2.4), 2.

Radiation, U. N. S. C. o. t. E. 0. A. (2000). Sources and Effects of lonizing Radiation, United
Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic Radiation (UNSCEAR) 2000
Report, Volume I: Report to the General Assembly, with Scientific Annexes-Sources.
United Nations.

Rebuzzini, P., Fassina, L., Mulas, F., Bellazzi, R., Redi, C. A., Di Liberto, R., Magenes, G.,
Adjaye, J., Zuccotti, M., & Garagna, S. (2013). Mouse embryonic stem cells irradiated
with y-rays differentiate into cardiomyocytes but with altered contractile properties.
Mutation Research/Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis, 756(1-2), 37-
45.

Ren, X., & Philipson, K. D. (2013). The topology of the cardiac Na+/Ca2+ exchanger, NCX1.
Journal of molecular and cellular cardiology, 57, 68-71.

Ruggeri, P., Battaglia, A., Ermirio, R., Grossini, E., Molinari, C., Mary, D. A., & Vacca, G.
(2000). Role of nitric oxide in the control of the heart rate within the nucleus ambiguus
of rats. Neuroreport, 11(3), 481-485.

Sarmah, S., Chism III, G. W., Vaughan, M. A., Muralidharan, P., Marrs, J. A., & Marrs, K. A.
(2016). Using zebrafish to implement a course-based undergraduate research experience
to study teratogenesis in two biology laboratory courses. Zebrafish, 13(4), 293-304.

Sarmah, S., & Marrs, J. A. (2013). Complex cardiac defects after ethanol exposure during
discrete cardiogenic events in zebrafish: prevention with folic acid. Developmental
Dynamics, 242(10), 1184-1201.

Sarmah, S., Muralidharan, P., & Marrs, J. A. (2016). Embryonic ethanol exposure dysregulates
Bmp and Notch signaling, leading to persistent atrio-ventricular valve defects in
zebrafish. Plos one, 11(8), €0161205.

Scarfe, W. C., & Farman, A. G. (2008). What is cone-beam CT and how does it work? Dental
Clinics of North America, 52(4), 707-730.

Schindelin, J., Arganda-Carreras, 1., Frise, E., Kaynig, V., Longair, M., Pietzsch, T., Preibisch,
S., Rueden, C., Saalfeld, S., & Schmid, B. (2012). Fiji: an open-source platform for
biological-image analysis. Nature methods, 9(7), 676-682.

Schwerte, T., & Pelster, B. (2000). Digital motion analysis as a tool for analysing the shape and
performance of the circulatory system in transparent animals. J Exp Biol, 203(Pt 11),
1659-1669. https://doi.org/10.1242/jeb.203.11.1659

Sedentext, C. (2012). Radiation protection: Cone beam CT for dental and maxillofacial
radiology. Evidence Based Guidelines. In: European Commission, Directorate-General
for Energy Luxembourg.

Shatskiy, 1. (2021). Effective doses and radiation risks from common dental radiographic,
panoramic and CBCT examinations. Radiation Protection Dosimetry, 195(3-4), 296-
305.

80


https://doi.org/10.1242/jeb.203.11.1659

Sherer, M. A. S., Visconti, P. J., Ritenour, E. R., & Kelli Haynes, M. (2013). Radiation
protection in medical radiography. Elsevier Health Sciences.

Shieh, B.-H., Xia, Y., Sparkes, R., Klisak, I., Lusis, A., Nicoll, D., & Philipson, K. (1992).
Mapping of the gene for the cardiac sarcolemmal Na+[] Ca2+ exchanger to human
chromosome 2p21-p23. Genomics, 12(3), 616-617.

Shimizu, C., Eleftherohorinou, H., Wright, V. J., Kim, J., Alphonse, M. P., Perry, J. C., Cimaz,
R., Burgner, D., Dahdah, N., & Hoang, L. T. (2016). Genetic variation in the SLC8A1
calcium signaling pathway is associated with susceptibility to Kawasaki disease and
coronary artery abnormalities. Circulation: Cardiovascular Genetics, 9(6), 559-568.

Si, J., Zhou, R., Gan, L., Zhou, X., Di, C., Liu, Y., Mao, A., Zhao, Q., Wang, Y., & Zhang, H.
(2017). Toxic effects of 56Fe ion radiation on the zebrafish (Danio rerio) embryonic
development. Aquatic toxicology, 186, 87-95.

Sieber, S., Grossen, P., Bussmann, J., Campbell, F., Kros, A., Witzigmann, D., & Huwyler, J.
(2019). Zebrafish as a preclinical in vivo screening model for nanomedicines. Advanced
drug delivery reviews, 151, 152-168.

Silva, M. A. G., Wolf, U., Heinicke, F., Bumann, A., Visser, H., & Hirsch, E. (2008). Cone-
beam computed tomography for routine orthodontic treatment planning: a radiation
dose evaluation. American Journal of Orthodontics and Dentofacial Orthopedics,
133(5), 640. e641-640. e645.

Soloviev, A. 1., Tishkin, S. M., Parshikov, A. V., Ivanova, 1. V., Goncharov, E. V., & Gurney, A.
M. (2003). Mechanisms of endothelial dysfunction after ionized radiation: selective
impairment of the nitric oxide component of endothelium-dependent vasodilation.
British journal of pharmacology, 138(5), 837-844.

Spitz, D. R., Azzam, E. L., Jian Li, J., & Gius, D. (2004). Metabolic oxidation/reduction
reactions and cellular responses to ionizing radiation: a unifying concept in stress
response biology. Cancer and Metastasis Reviews, 23, 311-322.

Stadtman, E. R., & Levine, R. L. (2000). Protein oxidation. Annals of the New York Academy
of Sciences, 899(1), 191-208.

Stainier, D. Y. (2001). Zebrafish genetics and vertebrate heart formation. Nature Reviews
Genetics, 2(1), 39-48.

Stainier, D. Y., & Fishman, M. C. (1992). Patterning the zebrafish heart tube: acquisition of
anteroposterior polarity. Developmental biology, 153(1), 91-101.

Staudt, D., & Stainier, D. (2012). Uncovering the molecular and cellular mechanisms of heart
development using the zebrafish. Annual review of genetics, 46(1), 397-418.

Strahle, U., Scholz, S., Geisler, R., Greiner, P., Hollert, H., Rastegar, S., Schumacher, A.,
Selderslaghs, 1., Weiss, C., & Witters, H. (2012). Zebrafish embryos as an alternative to
animal experiments—A commentary on the definition of the onset of protected life
stages in animal welfare regulations. Reproductive Toxicology, 33(2), 128-132.

81



Streffer, C., & Molls, M. (1987). Cultures of preimplantation mouse embryos: a model for
radiobiological studies. In Advances in radiation biology (Vol. 13, pp. 169-213).
Elsevier.

Sun, G., & Liu, K. (2017). Developmental toxicity and cardiac effects of butyl benzyl phthalate
in zebrafish embryos. Aquatic toxicology, 192, 165-170.

Simsek, H. (2017). Radyasyona maruz birakilan ratlarda lipid peroksidasyonu ve bazi
antioksidan parametreler iizerine propolisin etkisi. Atatiirk Universitesi Veteriner
Bilimleri Dergisi, 12(3), 296-303.

Tang, F. R., & Loganovsky, K. (2018). Low dose or low dose rate ionizing radiation-induced
health effect in the human. Journal of environmental radioactivity, 192, 32-47.

Tirosh-Finkel, L., Elhanany, H., Rinon, A., & Tzahor, E. (2006). Mesoderm progenitor cells of
common origin contribute to the head musculature and the cardiac outflow tract.

Tsujimoto, Y., & Croce, C. M. (1986). Analysis of the structure, transcripts, and protein products
of bel-2, the gene involved in human follicular lymphoma. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 83(14), 5214-5218.

Tuerxun, Z., He, Y., Niu, Y., Bao, Z., Liu, X., Yang, Y., & He, P. (2024). Analysis of
Differentially Expressed Murine miRNAs in Acute Myocardial Infarction and Target
Genes Related to Heart Rate. Cell Biochemistry and Biophysics, 1-13.

Unal, 1., & Emekli-Alturfan, E. (2019). Fishing for Parkinson’s Disease: A review of the
literature. Journal of Clinical Neuroscience, 62, 1-6.

Valentin, J. (2007). The 2007 recommendations of the international commission on radiological
protection (Vol. 37). Elsevier Oxford.

Valko, M., Leibfritz, D., Moncol, J., Cronin, M. T., Mazur, M., & Telser, J. (2007). Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The
international journal of biochemistry & cell biology, 39(1), 44-84.

Visscher, H., Ross, C., Rassekh, S., Sandor, G., Caron, H., Van Dalen, E., Kremer, L., Van Der
Pal, H., Rogers, P, & Rieder, M. (2013). Validation of variants in SLC28A3 and
UGT1A6 as genetic markers predictive of anthracycline-induced cardiotoxicity in
children. Pediatric blood & cancer, 60(8), 1375-1381.

Wang, A.-G., Xia, T., Chu, Q.-L., Zhang, M., Liu, F., Chen, X.-M., & Yang, K.-D. (2004).
Effects of flueoride on lipid peroxidation, DNA damige and apoptosis in human embryo
hepatocytes. BIOMEDICAL AND ENVIRONMENTAL SCIENCES., 17(2), 217-222.

White, S. C., & Pharoah, M. J. (2013). Oral radiology: principles and interpretation. Elsevier
Health Sciences.

Williams, J. P., Brown, S. L., Georges, G. E., Hauer-Jensen, M., Hill, R. P., Huser, A. K., Kirsch,
D. G., MacVittie, T. J., Mason, K. A., & Medhora, M. M. (2010). Animal models for
medical countermeasures to radiation exposure. Radiation research, 173(4), 557-578.

82



Wrzesien, M., & Olszewski, J. (2017). Absorbed doses for patients undergoing panoramic
radiography, cephalometric radiography and CBCT. International Journal of
Occupational Medicine and Environmental Health, 30(5), 705-713.

Wu, K., Chen, Z., Peng, Q., Chen, G., Yan, W., & Chen, X. (2019). Ku86 alleviates human
umbilical vein endothelial cellular apoptosis and senescence induced by a low dose of
ionizing radiation. Journal of International Medical Research, 47(2), 893-904.

Xiu, L., Zhao, Y., Li, N., Zeng, J., Liu, J., Fu, Y., Gao, Q., & Wu, L. (2022). High expression of
RARG accelerates ovarian cancer progression by regulating cell proliferation. Frontiers
in Oncology, 12, 1063031.

Yang, M., Luan, J., Xu, Y., Zhao, C., Sun, M., & Feng, X. (2022). Cardiotoxicity of zebrafish
induced by 6-benzylaminopurine exposure and its mechanism. International journal of
molecular sciences, 23(15), 8438.

Yardimci, S., Kogkar, M. C., Koksal, N., Cengiz, M., Delibasi, T., & Yavuzer, S. (1996).
Ratlarda Total Viicut Gama Radyasyonu Uygulamasina Bagli Plazma Lipid
Peroksidasyonu. Turkiye Klinikleri Journal of Medical Sciences, 16(6), 434-436.

Ye, W.,, Wang, F., Zhang, W., Fang, N., Zhao, W., & Wang, J. (2016). Effect of mobile phone
radiation on cardiovascular development of chick embryo. Anatomia, histologia,
embryologia, 45(3), 197-208.

Yelon, D., Horne, S. A., & Stainier, D. Y. (1999). Restricted expression of cardiac myosin genes
reveals regulated aspects of heart tube assembly in zebrafish. Developmental biology,
214(1), 23-37.

Yin, H., Xu, L., & Porter, N. A. (2011). Free radical lipid peroxidation: mechanisms and
analysis. Chemical reviews, 111(10), 5944-5972.

Yu, H., Qiu, Y., Yu, H., Wang, Z., Xu, J., Peng, Y., Wan, X., Wu, X., Jin, R., & Zhou, F. (2021).
Anthracycline induced cardiac disorders in childhood acute lymphoblastic leukemia: a
single-centre, retrospective, observational study. Fronmtiers in Pharmacology, 12,
598708.

Zakaria, Z. Z., Benslimane, F. M., Nasrallah, G. K., Shurbaji, S., Younes, N. N., Mraiche, F.,
Da’as, S. I., & Yalcin, H. C. (2018). Using zebrafish for investigating the molecular
mechanisms of drug-induced cardiotoxicity. BioMed research international, 2018(1),
1642684.

Zamocky, M., & Koller, F. (1999). Understanding the structure and function of catalases: clues
from molecular evolution and in vitro mutagenesis. Progress in biophysics and
molecular biology, 72(1), 19-66.

Zhan, Q., Bieszczad, C. K., Bae, 1., & Craig, R. W. (1997). Induction of BCL2 family member
MCLI1 as an early response to DNA damage. Oncogene, 14(9), 1031-1039.

Zhou, R., Si, J., Zhang, H., Wang, Z., Li, J., Zhou, X., Gan, L., & Liu, Y. (2014). The effects of
x-ray radiation on the eye development of zebrafish. Human & experimental toxicology,
33(10), 1040-1050.

83






