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RADYASYON iLE OLUSTURULMUS DENEYSEL KARACIGER
HASARI UZERINE MELATONININ ANTIOKSIDATIF VE
ANTI-INFLAMATUAR ETKILERININ ARASTIRILMASI
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Doktora Tezi, Arahik 2021
Damisman: Prof. Dr. Arzu Yay

OZET

Radyoterapi (RT) giiniimiizde bir¢ok kanser i¢in onde gelen terapotik yaklagimlardan
biridir; kisa vadeli ve uzun vadeli yan etkilerle normal dokuya zarar verme potansiyeli
tasimaktadir. Melatoninin ise radyasyona karst koruyucu ve duyarli olmasi,
radyoterapide adjuvan olarak kullanim i¢in ideal bir aday yapmaktadir. Bu calismada,
radyasyonun karacigerde olusturdugu hasara kars1 melatoninin koruyucu ve tedavi edici

etkisinin belirlenmesi amag¢lanmistir.

Calismada, 60 adet yetiskin erkek sican kullanildi. Her grupta 10 adet olacak sekilde K
(SF), S (SF+%?3’liik etanol), M (10 mg/kg melatonin), R (10 Gy radyasyon), RM (10
Gy radyasyon+10 mg/kg melatonin), MR (10 mg/kg melatonin+10 Gy radyasyon)
gruplarma ayrildi. Histopatolojik degerlendirmeler i¢cin Hematoksilen&Eozin (H&E),
Masson trikrom (MT) ve Periyodik asit schiff (PAS) ile boyandi. Immunohistokimyasal
metodlar ile kaspaz-3, NFxB-p65, Sirtuin-1 ve a-SMA immiinreaktivite yogunluklari
belirlendi. MDA, CAT, SOD, GSH-Px, TNF- a, TGF-B, PDGF ve PGC-1a diizeyleri ise
ELISA yéntemi ile degerlendirildi. Comet ydntemi ile de DNA hasar miktari tespit
edildi.

Deney sonunda aliman H&E, MT ve PAS boyama metodlar1 radyasyonun karaciger

dokusunda nekroz, vakuolizasyon, siniizoidlerde dilatasyon, fibrozis ve azalmis



hepatosit glikojen igerigi gibi patolojik degisimlere neden oldugunu gosterdi.
Immunohistokimyasal boyamalarda kaspaz-3, NFxB-p65, Sirtuin-1 ve a-SMA
immunreaktivite yogunluklar tiim diger gruplara gore radyasyon grubunda en yiiksek
iken, MR grubunda kaspaz-3 pozitif hiicre sayisi, NFxB-p65, Sirtuin-1 immunreaktivite
yogunlugunda kontrol grubuna yakin anlamli sonu¢lar mevcuttu. a-SMA ekspresyonu
bakimindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik yoktu. Calismada melatonin verilen
her iki deney grubunda da biyokimyasal parametrelerden AST, ALT, DB, TB, MDA,
SOD, TNF-a, TGF-B’da radyasyon grubuna gore anlamli diizeyde azalis vardi. Comet
bulgular1 da melatonin uygulanan gruplarda DNA hasarinin radyasyon grubuna gore
azaldigini gosterdi.

Calismada, karaciger dokusunda radyasyon oOncesinde ve sonrasinda melatonin
kullaniminin radyasyonun olusturdugu hasara karst olumlu katkilar1 olmakla birlikte
radyasyon oncesinde melatonin kullaniminin daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.
Bu nedenle klinik radyoterapi oncesi melatonin kullanimmin umut verici bir ajan
olabilecegi diisliniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Comet; DNA Hasar1; inflamasyon; Melatonin; Oksidatif Stres;
Radyasyon.



INVESTIGATION OF THE ANTIOXIDATIVE AND
ANTI-INFLAMMATORY EFFECTS OF MELATONIN ON

EXPERIMENTAL LIVER DAMAGE BY RADIATION
Betiil YALCIN
Erciyes University, Institute Of Medical Sciences
Department Of Histology And Embryology
PhD Thesis, December 2021
Supervisor: Prof. Dr. Arzu YAY

ABSTRACT

Currently, radiotherapy (RT) is one of the therapeutic approaches for many cancers
and has potential to damage normal tissue with short-term and long-term side effects.
Melatonin is an radioprotective and radiosensitive agent, making an ideal candidate for
use as an adjuvant in radiotherapy. In this study, it was aimed to determine the
protective and therapeutic effect of melatonin against the damage caused by radiation
in the liver.

In this study, 60 adult male rats were administered as K (SF), S (SF+3% ethanol), M
(10 mg/kg melatonin), R (10 Gy radiation), RM (10 Gy radiation+10 mg/kg
melatonin), MR (10 mg/kg melatonin+10 Gy radiation) groups and 10 in each group.
Liver tissues of the groups were stained with Hematoxylin&Eosin (H&E), Masson
trichrome (MT) and Periodic acid schiff (PAS) for histopathological evaluations.
Caspase-3, NFxB-p65, Sirtuin-1 and o-SMA immunoreactivity intensities were
determined by immunohistochemical methods. MDA, CAT, SOD, GSH-Px, TNF-a,
TGF-B, PDGF and PGC-1a levels were evaluated by ELISA method. Finally, the
amount of DNA damage was determined by the Comet method.

At the end of the experiment, H&E, MT and PAS staining methods showed that
radiation caused pathological changes in liver tissue such as necrosis, vacuolization,
dilatation of sinusoids, fibrosis and decreased hepatocyte glycogen content. In

immunohistochemical staining; caspase-3, NFxB-p65, Sirtuin-1 and a-SMA



immunoreactivity densities were highest in the radiation group compared to all other
groups, while in the MR group the number of caspase-3 positive cells, NFxB-p65 and
Sirtuin-1 immunoreactivity density had significant results close to the control group.
There was no significant difference between the groups in terms of a-SMA expression.
In the study, there was a significant decrease in biochemical parameters AST, ALT,
DB, TB, MDA, SOD, TNF-a, TGF-B in both experimental groups given melatonin
compared to the radiation group. Comet findings also showed that DNA damage was
reduced in melatonin administered groups compared to radiation.

In this study, it was concluded that in the liver tissue the use of melatonin before and
after radiation has positive contributions to the damage caused by radiation, but the
use of melatonin before radiation is more effective. For this reason, it is thought that

melatonin can be used as a promising agent before clinical radiotherapy.

Key words: Comet; DNA damage; Inflammation; Melatonin; Oxidative stress;

Radiation.
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1. GIRIS VE AMAC

Aktif bir metabolik organ olan karaciger, detoksifikasyon ve bagisikliktan sorumludur.
Bu organ hepatositler ve kolanjiyositler gibi parankimal hiicrelerden ve endotel
hiicreleri, Kupffer hiicreleri, hepatik stellat hiicreler gibi parankimal olmayan
hiicrelerden olusmaktadir (Wang ve ark., 2015, Mederacke ve ark., 2013). Radyosensitif
olarak bilinen parankimal olmayan karaciger hiicreleri, radyasyon sirasinda karacigerin
yapisinda degisikliklere neden olan cesitli maddeler salgilamaktadirlar (Du ve ark.,
2010). Karaciger, biiyiik boyutu ve gastrointestinal kanserlerin radyoterapi tedavisi
sirasinda  gastrointestinal yola yakin lokalizasyonu nedeniyle yaygm olarak
1sinlanmaktadir (Li ve ark., 2015; Pan ve ark., 2010). Ayrica karaciger, hematopoietik
kok hiicre nakli ve allojenik kemik iligi nakli i¢in hazirlik sirasinda da radyasyona
maruz kalabilmektedir (Shulman ve ark., 1980; Qiao ve ark., 2015).

Iyonize radyasyon, karacigerde iyonlagsma ile baslayan, molekiiler ve hiicresel
degisikliklerle devam eden DNA kirilmalari, nihayetinde karaciger hastaliklarina ve
organ diizeyinde ve viicut diizeyinde klinik belirtilere yol agan bir reaksiyon zincirini
tetikleyebilmektedir. Iyonize radyasyon kullanimi kagmilmazdir ve ¢ok sayida rapor
bunlarin hayvan ve insan viicudu tlizerindeki zararl etkileriyle ilgilidir (Borzoueisileh ve
ark., 2020). Literatiirde yapilan incelemeler, iyonize radyasyonun karacigerde (Cheema
ve ark., 2019), kanserde (Nakajima ve ark., 2018), hafif yaglanmada,
nekroenflamasyonda ve fibroziste ve diger birgok patolojik 6zellikte (Kim ve Jung,

2017) onemli degisikliklere yol agabilecegini gostermistir. Molekiiler seviyedeki


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Borzoueisileh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32874440

degisiklikler iyon iiretimi, oksidatif stres ve sitogenetik degisiklikler olabilir, ancak
bunlarla smirli degildir. Viicutta bu yan etkileri modiile edebilen onarim
mekanizmalarinin aktivasyonu ve anti-oksidatif 6zellikler gibi telafi edici mekanizmalar

bulunmaktadir (Nakajima ve ark., 2018).

Melatonin, kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavi yontemlerinin toksik etkilerine
kars1 koruma i¢in etkileyici Ozellikler gdsteren insan viicudunun dogal bir {iriintidiir.
(Ghobadi ve ark., 2017; Martinez-Campa C ve ark., 2017; Lissoni, 2007). Cogunlukla
beyindeki epifiz bezi tarafindan salgilanirken, bir¢cok ¢alismada lenfositler, retina ve
gastrointestinal sistem gibi baska kaynaklar da tespit edilmistir (Yahyapour ve ark.,
2018; Chen ve ark., 2011). Melatoninin viicuttaki ana etkisi uyku ve uyaniklik
dongiisiiniin kontrolii olmasina ragmen, bir¢ok ¢alisma antioksidan, anti-inflamatuar ve
yaslanma karsit1 etkiler gibi baska ilging 6zelliklere sahip oldugunu gdstermistir (Yu ve
ark., 2017; Favero ve ark., 2017; Volt ve ark., 2016). Son yirmi yilda melatoninin farkl
hiicre ve organlardaki radyokoruyucu etkilerini arastirmak igin ¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. Melatonin viicuttaki tiim hiicre tiplerine kolayca niifuz etmesi nedeniyle,
farkli organlar1 radyasyonun ¢esitli yan etkilerine kars1 koruyabilmektedir (Yu ve ark.,

2016).

Calismamizda, radyasyon ile olusturulan karaciger hasarina melatoninin hem tedavici
edici ve hemde koruyucu etkilerinin histopatolojik, immunohistokimyasal,
biyokimyasal ve DNA hasarini belirlemek i¢in Comet yontemi kullanilarak arastirilmasi

amagclanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Karaciger Embriyolojisi

3. haftanin ortasinda, karaciger taslagi pre-enteronun distal ucunda endodermal bir
epitel ¢ikinti olarak ortaya c¢ikmaktadir (Sadler, 2011). Karaciger tomurcugu veya
hepatik divertikiil denilen bu ¢ikinti, septum transversum denilen mezodermal plagi
penetre eden, hizla ¢ogalan hiicrelerden olugmaktadir. Hepatik divertikiil olusumu kalp
gelisimi  sirasinda, kardiyak mezodermden salinan fibroblast biiylime faktorii
salgilanmasi ve bipotent hiicreleri etkilemesi ile uyarilmaktadir (Moore ve ark., 2009).
Karaciger ve intrahepatik safra yollar karaciger divertikiiliiniin 6n tarafindan gelisirken,
safra kesesi ve ekstrahepatik safra yollar1 karaciger divertikiiliiniin arka tarafindan
gelismektedir (Zorn, 2008). Kalp taslagi ile mesenteron arasinda uzanan septum
transversum, diaphragmanin centrum tendineumu ve mesenterium ventraleyi
olusturmaktadir. Mesenterium ventralenin iki yapragi arasinda biiyliyen hepatik
divertikiiliin kraniyal pargasi1 daha biiyiik olup primordium hepaticum denilmektedir.
Endodermal hiicreler ¢ogalarak hepatik hiicre kordonlar1 ve intrahepatik safra
kanallarin1 6rten epiteli, endotel doseli bosluklarin etrafinda hepatik hiicre kordonlarinin
ag olusturmas1 ile de karaciger siniizoidleri olugmaktadir. Kupffer hiicreleri,
hematopoietik hiicreler ve bag dokusu hiicreleri septum transversum mezoderminden

gelismektedir (Moore ve ark., 2009).



Besinci haftadan onuncu haftaya kadar hizla gelisen karaciger karin boslugunun biiyiik
bir kismim1 kaplamaktadir. Karacigerin gelisimi ve fonksiyonel segmentasyonu V.
umbilicalisten karacigere akan kanda bulunan oksijen miktarina gore belirlenmektedir.
Karaciger sag ve sol loblarinin biiyiikliigii baglangicta ayni olmasina ragmen, kisa bir

stire sonra sag lop daha fazla biiylimektedir (Moore ve ark., 2009).

6. haftada karacigerde hematopoezin baslamasiyla birlikte 7. - 9. haftalar arasinda
hematopoietik aktivitenin yiiksek olmasia bagli olarak karaciger hacminin artmasina
neden olmaktadir. 10. haftada ise karaciger agirhigir toplam viicut agirhiginin %10’
ununu olusturmaktadir. Gebeligin son iki ayinda hematopoietik aktivitenin azalmasina
paralel olarak karaciger agirligi toplam viicut agirliinin %5’ ini olusturur (Sadler,
2011).

12. haftada karaciger hiicreleri safra iiretimine baslamaktadir. Diverticulum
hepaticumun kaudal pargasi vesica biliarisi, divertikiiliin sapida duktus sistikusu
olusturmaktadir. Duktus sistikus, duktus hepatikus ile birleserek duktus kolekdoktusu
meydana getirmektedir. Duktus kolekdoktus, baslangicta duodenumun anterioruna giris
yaparken duodenumun biiylimesi ve rotasyonu nedeniyle pozisyon degistirerek
duodenumun posterioruna taginmaktadir. 13. haftadan sonra ise olusan safra duodenuma
ulagarak mekonyumun koyu yesil renk almasina neden olmaktadir (Moore ve ark.,

2002).

2.2. Karaciger Anatomisi

Karaciger, viicudun en biiyik bezi olup agirhigt 1000-2500 gr arasinda
degisebilmektedir. Karin boslugunun sag st tarafinda ve diaphragmanin altinda
yerlesim gostermektedir. Erigkinlerde viicut agirliginin %2’sini olusturmaktadir. Fetusta
ise karacigerin viicut agirligina gore oran1 daha fazladir. Doku taze iken kirmizimsi
kahverenklidir. Karaciger yirtilmas: halinde, bol damarli olmasi sebebiyle biiyiik
kanamalara neden olabilmektedir.

Karaciger, diaphragma ve karin organlar1 ile komsu iki ylize sahiptir. Facies
diaphragmatica, diaphragma ile komsu olan yiiziidiir. Bu yiiziin biiyiik boliimii periton

ile ortiilii iken, geriye kalan area nuda denilen boliimii ise diaphragmaya gevsek bag



dokusu ile ortiiliidiir. Facies visceralis karin organlar ile komsu alt yiiziidiir. Kolon, sag
bobrek {istli bezi, sag bobrek, duedonum, mide ile komsulugu bulunan bu ylizde H harfi
seklinde oluklar mevcuttur. Sag tarafta daha genis olan oluga sulcus sagittalis dexter,
sol tarafta yarik seklinde olan oluga fissura sagittalis sinister denilmektedir. Porta
hepatis denilen enine yarik ise bu iki olugu birlestirmektedir. Porta hepatis’ten vena

portae ve arteria hepatica proprianin dallar1 girer, safra kanallar1 ¢ikar.

Karacigerin margo posterior ve margo inferior olmak iizere iki kenar1 vardir. Margo
posterior, facies diaphragmatica ile facies visceralis arasinda arka taraftaki kenar iken,
margo inferior facies diaphragmatica ile facies visceralis arasinda 6n tarafta olusan

kenardir (Unur ve ark., 2009).

Karaciger, distan fibroz Glisson kapsiilii ile ¢evrelenmistir. Bu kapsiil organin igerisine
uzantilar gondererek karacigeri lobus hepatikus dexter, lobus hepatikus sinister, lobus
kuadratus ve lobus kaudatus adi verilen dort loba ayirir (Juza ve Pauli, 2014).
Karacigerin biiylik boliimii periton ile ortiiliidiir; fakat area nuda, porta hepatis, sulcus
venae cavae, fissura ligamenti teres, fissura ligamenti venosi, fossa vesica biliaris
alanlarinda periton bulunmamaktadir (Abdel-Misih ve Bloomston, 2010).

Karacigerin, karin 6n duvaria ve diaphragmanin alt yiiziine uzanan periton yapraklari
lig. falciforme hepatisi olusturur. V. umbilicalis, dogumdan 6nce anneden bebege
temiz kan getirir ancak dogumdan sonra obliterasyonu ile lig. teres hepatis meydana
gelir. Lig. teres hepatis, lig. falciforme hepatisin iki yapragi arasinda ve alt kenari
boyunca yerlesim gosterir. Lig. coranarium hepatis, diaphragma ile karacigerin
diaphragmatik yiizii arasinda olusur. Area nudanin sag ve sol ucunda, lig. coronariumun
on ve arka yapraklarinin birlesmesi ile lig. triangulare dextrum ve sinistrum adi
verilen ligmentler olusur. Porta hepatis ile mide ve duodenum arasinda uzanan periton

yapiya omentum minus denir (Arinci ve Elhan, 2001).



2.3. Karaciger Histolojisi

Insan viicudundaki en biiyiik bez olan karaciger, kollajen ve elastik liflerden olusan bir
kapsiil ile gevrelenmistir. Glisson kapsiilii denilen bu kapsiil, peritonla kaplanmistir
(Kierszenbaum, 2006). Karacigere kan, hepatik portal ven ve hepatik arter araciligiyla
gelmektedir. Organa gelen kan hacminin yaklasik %75-80°1 portal ven tarafindan
saglanmaktadir. Portal ven bagirsaklar, pankreas ve dalaktan gelen oksijeni tilkenmis
olan kani tagimaktadir. Karacigerin kan hacminin %25’ini olusturan oksijenli kan ise
trunkus ¢oOlyakusun bir dali olan hepatik arter tarafindan saglanmaktadir. Hepatik
portal ven ve hepatik arterden gelen kan Kkaraciger siniizoidlerinde birbirine
karigmaktadir (Ross, 2014; Kierszenbaum, 2006).

Karacigere kan organin hilusundan ya da porta hepatisten giris yaparken, olusturulan
safray1 tasiyan duktus kommunis ve lenf damarlari da orgami aynmi kisimdan terk

etmektedir (Ross, 2014).

2.3.1. Karacigerin yapisal organizasyonu

Karaciger; parankima, bag dokusu yapisindaki stroma, siniizoidal Kkapillerler
(siniizoidler) ve perisiniizoidal araliklar (Disse araliklari) olmak iizere dort yapisal
elemandan olusmaktadir.

Parankima, birbiri ile anastomazlasan hepatosit plaklar1 ile bu plaklarin etrafimi
cevreleyen siniizoid kapillerlerden olugsmaktadir. Hepatosit plaklari, yetigkin bireylerde
tek hiicre kalinhiginda iken, alti yasma kadar olan gen¢ bireylerde iki hiicre
kalinligindadir.

Bag dokusu yapisindaki stroma, glisson kapsiiliiniin devami halindedir. Kan
damarlari, sinirler, lenf damarlar1 ve safra kanallar1 stroma i¢inde seyretmektedir (Ross,
2014). Yetiskin bireylerde karaciger dokusunun %80’lik kismini hepatosit plaklarindan
meydana gelen parankimaya ait iken geriye kalan %?20’lik kismi organi distan sararak
Glisson kapsiiliinii olugturan bag dokusu stromaya aittir (Ovalle ve Nahirney, 2009).
Siniizoidler, hepatosit plaklar1 arasindaki kapillerlerdir. Perisiniizoidal arahklar
(Disse araliklar), hepatositlerin bazolateral bolgeleri ile siniizoidlerin endoteli arasinda

bulunmaktadir.



2.3.1.1. Karaciger lobiilleri

Karaciger yapisi, fonksiyonel birimlerin birbirinden farkli oldugu klasik lobiil, portal
lobiil ve karaciger asiniisii olmak iizere {i¢ sekilde ifade edilmektedir. Klasik lobiil,
karacigere kan getiren damarlarin organ i¢indeki yerlesimi ve bu damarlardan gelen
kanin karaciger hiicrelerine ulagmasi sirasinda izledigi yolak esas alinarak
olusturulmustur. Altigen seklinde olan bu lobiiliin merkezinde kan siniizoidlerinin drene
oldugu terminal hepatik veniil (santral ven) bulunmaktadir. Hepatositler, santral
venden lobiiliin periferine dogru 1smsal olacak sekilde yerlesim gostermektedir.
Sintizoidler arteriyal ve portal kanin dolastig1 vaskiiler kanallar olup kan ile hepatositler
arasindaki madde aligverisini saglamaktadir. Altigen seklinin koselerinde, karaciger
kapsiiliiniin devam1 halinde olan gevsek bag dokusu yapisindaki portal alanlar (portal
kanallar) yer almaktadir. Portal alanlarda, portal venin ve hepatik arterin dagitict dallari
ile safra kanalinin drene edici dallarinin olusturdugu portal triad denilen yapilar
bulunmaktadir. Portal triadda bu yapilarla birlikte lenfatik drenaj sistemine ait olan
damarlar ve sinir lifleri de devam etmektedir. Ayrica hepatositler ile portal alam
cevreleyen bag dokusu yapisindaki stroma arasinda periportal aralik (mall arahg)
denilen araliktan lenfin kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Ross, 2014; Kierszenbaum,
2006).

Portal lobiilde karacigerin ekzokrin fonksiyonu olan safra salgilanmasi esas alinmistir.
Ucgen sekilli olan portal lobiiliin merkezinde portal alan, iiggenin kdselerinde portal
alana en yakin santral ven yerlesim gostermektedir (Ross, 2014).

Karaciger asiniisiinde; karaciger patofizyolojisi, kan perfiizyonu ve metabolik aktivite
arasindaki korelasyonun saglanmasi esas alinmigtir. Eskenar dortgen seklinde olan
karaciger asiniisiinde, asiiniisiin kisa eksenini iki klasik lobiil arasindaki portal triadin
olusturdugu simir, asinlisiin uzun eksenini kisa eksene en yakin iki santral ven
olusturmaktadir. Bir hepatik arterin son dali ile karaciger asinusunun sinirlari
belirlenmektedir. Karaciger asiniisii kisa ekseni etrafinda arterden gelen kanin vendz
sinlizoidler boyunca akisi, oksijenlenme ve beslenmesine gore ii¢ zon halinde

incelenmektedir.
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Sekil 2. 1. Karacigerin klasik lobiil, portal lobiil ve karaciger asiniisii lobiilasyon
tiplerinin sematik goriiniimii (Gartner ve Hiatt, 2016).

Her iic zon arasinda enzim aktivitesi, organellerin biiyiiklik ve sayilari, glikojen

biriktirme kapasitesi acisindan farkliliklar bulunmaktadir (Ross, 2014; Esrefoglu, 2009).

Zon 1, kisa eksene en yakin zon olup, klasik lobiiliin periferine denk gelmektedir. Portal
ve hepatik arterden gelen oksijen ve besin yoniinden zengin kan destegine sahiptir. Bu
zondaki hiicreler sinilizoidal kandan gelen toksinlere maruz kalan ve safra kanalinin
tikanmasi durumunda da morfolojik degisime ugrayan ilk hiicrelerdir. Dolagimin

bozulmasi halinde bu hiicreler en son 6len, ilk rejenere olan hiicrelerdir.
Zon 2, Zon 1 ve Zon 3 arasinda yerlesim gostermektedir.

Zon 3, kisa eksene en uzak, santral vene en yakin zondur. Bu hiicreler oksijen yoniinden
fakir kan destegine sahip olup, safra kanal tikanikliklar1 ve toksinlerden en az
etkilenmektedirler. Perflizyonda azalma olmasi halinde iskemik nekroz ve yag birikimi

ilk olarak bu hiicrelerde goriilmektedir (Ross, 2014).



2.3.1.2. Karacigerin Damar Tipleri ve Kan Akimi

Portal alanlarda bulunan kan damarlarina interlobiiler kan damarlar1 denilmektedir.
Portal triadda bulunan interlobiiler damarlar en kii¢iik damarlar olup siniizoidlere kan
akimini saglarken, daha biiyiik interlobiiler damarlar dallanarak lobiiliin periferinde
bulunan dagitict damarlari olustururlar. Dagitici damarlarda siniizoidlere giris damarlari
gonderirler. Kan akimi siniizoidlerde santral vene dogrudur. Santral venler sublobiiler
venlere, sublobiiler venlerde birleserek hepatik venlere acilir. Birka¢ sublobiiler ven de
birlesip hepatik venleri olusturarak vena kava inferiyora bosalirlar (Ross, 2014;
Esrefoglu, 2009).

Hepatik arter, diger arterlerde oldugu gibi kalin bir miiskiiler tabakaya sahiptir. Bu
arterler; siniisoidlere, biiyiik portal alanlardaki bag dokusu ve diger yapilara arteriyal
kan getirmektedir. Bu biiyiik portal alanlardaki kapillerler, kan1 interlobiiler venlere, bu
venler siniizoidlere bosalmadan dnce geri gotiiriirler. Portal ven ve dallar tipik venlerin
ozelligine sahiptirler ve ¢ok genis liimenlerinin olmasi ile arterlerden kolaylikla ayirt
edilebilmektedirler.

Santral vene hepatik venler sisteminin terminal veniilii olmasindan dolay1 terminal
hepatik veniil de denilmektedir. Ince duvarli bir damardir ve endoteli altinda spiral
yerlesimli ince bir bag dokusu bulunmaktadir. Santral ven, sublobiiler venlere
acilmaktadir. Sublobiiler ven endotelinin altinda kollajen ve elastik liflerden olugan bag
dokusu tabakas1 bulunmaktadir. Sublobiiler venler ve drene olduklar1 hepatik venler
tek baslarina ilerler. Histolojik kesitlerde hepatik venler tek damarlar olmalar1 sebebiyle
portal triadda bulunan portal venden ayirt edilebilmektedir. Hepatik venlerde kapakgik
(valf) bulunmamaktadir (Ross, 2014).

Tip III kapiller yapisinda olan hepatik siniizoidler, kesintili bazal laminaya sahiptir
(Junqueira ve Carneiro 2006). Diyaframsiz olan endotel hiicrelerinde genis fenestralarin
bulunmas1 ve komsu endotel hiicreleri arasinda genis bosluklarin olmasi endotelin
kesintili bir yapiya sahip oldugunu desteklemektedir (Ross, 2014). Hepatik siniizoid

duvarinda endotel hiicrelerinin beraberinde stellat siniizoidal makrofaj veya Kupffer



hiicrelerinin bulunmasi ile diger sinlizoidlerden farklilik gostermektedir (Ross, 2014;

Junqueira ve Carneiro, 2006).

Mononiiklear fagositik sistemin iiyesi olan Kupffer hiicreleri monositlerden kdken
almaktadirlar.  Kupffer hiicreleri komsu endotel hiicreleri ile baglanti
olusturmamaktadir. Bu hiicrelerin uzantilar1 siniizoid liimenine uzanmakta ve kismi
okliizyona neden olabilmektedir. Sitoplazmalarinda kirmizi kan hiicre fragmanlar1 ve
ferritin formunda demir bulunmaktadir. Bu yapilarin bulunmasi, dalaktan karacigere
gelen yaslanmis veya hasarli kan hiicrelerinin son yikimlarinda Kupffer hiicrelerinin
gorevli  oldugunu gostermektedir. Kirmizi kan hiicrelerinin  bu hiicrelerde
par¢alanmasindan dolayr bir miktar ferritin demiri hemosiderin graniillerine
doniistiiriilerek depolanabilmektedir. Ozellikle splenektomi sonrasinda bu fonksiyon
artis gostermektedir (Ross, 2014; Junqueira ve Carneiro, 2006). Kupffer hiicreleri
antijen sunan hiicreler olup portal kanda bulunan bakteri veya atigin yok edilmesinden
sorumludurlar (Junqueira ve Carneiro, 2006).

Disse aralig: (perisiniizoidal aralk)

Hepatositlerin bazal yiizeyleri ile siniizoid endoteli ve Kupffer hiicrelerinin bazal
ylizeyleri arasinda, hepatositler ve kan arasindaki madde aligverisini saglayan Disse
araligi bulunmaktadir. Hepatositlerin bazal yiizeylerinde, hepatositlerle plazma
arasindaki madde aligverisinin yapilmasi igin yiizey alanini arttiran mikrovilluslar
vardir. Disse aralifina dogru uzanan kiigiik, diizensiz mikrovilluslar yilizey alanini
yaklasik 6 kat arttirmaktadir. Endotel hiicrelerinde genis fenestralarin bulunmasi ve
komsu endotel hiicreleri arasinda genis bosluklarin olmasi nedeniyle siniizoiddeki
plazma ile hepatosit plazma membrani arasinda belirgin bir bariyer mevcut degildir. Bu
sayede Disse araligindaki kana hepatosit tarafindan olusturulan protein ve lipoproteinler
taginabilmektedir. Bu yolak safra disindaki karaciger salgilart i¢indir. Ayrica
yetiskinlerde kronik anemi goriilmesi halinde Disse araliginda kan yapici hiicreler
olusabilmektedir. Fetal karacigerde de Disse araliginda kan yapici hiicre adalar
bulunabilmektedir (Ross, 2014).

Hepatik stellat hiicreler (Ito hiicreleri) mezenkimal kokenli olup Disse araligina

yerlesmislerdir. A vitamini retinil esterleri olarak bu hiicrelerin sitoplazmik yag



damlaciklarinda depolanmaktadir. Retinol halindeki A vitamini retinol baglayici
proteine baglanarak retinaya tasinmaktadir. Retinada retinoliin steroizomeri olan 11-cis
retinal opsin proteinine baglanarak, koni ve rod hiicrelerin gérme pigmenti olan
rodopsini olugturmaktadir.

Hepatik stellat hiicreler karaciger sirozu ve kronik enflamasyon gibi patolojik
durumlarda miyofibroblastlara farklilasarak Tip I ve Tip III kollajen sentezlemeye
baslamaktadir. Bu hiicrelerin sitoplazmalarinda kontraktil elemanlar olan desmin ve diiz
kas a aktin bulunmaktadir. Bu elemanlar sayesinde Ito hiicrelerinin kasilmas1 sonucunda
vaskiiler kanallarda daralmanin ve siniizoidlerdeki vaskiiler direncte artisin gorildiigii
portal hipertansiyona neden olmaktadir. Ayrica bu hiicreler, karaciger hasari sonrasinda

ekstraselliiler matriksin yeniden sentezlenmesinde de gorev almaktadirlar (Ross, 2014).

2.3.1.3. Karaciger Lenf Kanallar1 ve Akimi

Hepatik lenf perisiniizoidal aralikta olugsmaktadir. Perisiniizoidal aralikta kalan plazma,
periportal bag dokusuna drene olur. Burada, en dista bulunan hepatositler ile portal
kanalin stromasi arasinda periportal alan (Mall arahgi) denilen lenf sivisinin
toplandig1 bir alan bulunmaktadir. Periportal alandaki lenf sivisi daha sonra portal
triadin beraberindeki lenfatik kapillerlere agilir. Lenfin akim yonii safra ile ayni olup
hepatositlerden portal kanallara dogrudur. Bu yolag1 hepatik lenfin %80'1 takip ederek
duktus torasikusa drene olmaktadir (Ross, 2014; Junqueira ve Carneiro, 2006).
Perisiniizoidal aralikta kalan plazma hepatik lenfi olusturmaktadir. Olusan sivi, ilk
olarak periportal bag dokusuna sonrasinda Mall arah@ina drene olmaktadir. Mall
arahg, klasik lobiile gore en dista bulunan hepatositler ile portal alanin stromasi
arasinda lenfin toplandig1 alandir. Lenfatik s1vi, portal alanda bulunan diger elemanlarla
birlikte yerlesim gosteren lenfatik kapillerlere acilir. Lenf akim yonii safra ile ayn1 olup
hepatositlerden portal alana dogrudur.

Karacigerde bulunan hiicrelerin %80°nini olusturan hepatositler, anastomozlasarak
karaciger lobiiliindeki hiicre plaklarin1 meydana getirmektedirler. 20-30 um capinda
olan polihedral hiicrelerdir. Merkezi yerlesimli ¢ekirdegi kiire seklinde olup bir veya

cogunlukla iki tanedir. Hiicreler genellikle c¢ift c¢ekirdekli olmalar1 sebebiyle



tetraploididir ve 4d miktarinda DNA’ya sahiptir. Her bir ¢ekirdekte iyi gelismis bir veya
daha fazla ¢ekirdekc¢ige sahiptir. Hepatositler, sindirim sisteminde bulunan hiicreler
arasinda uzun Omiirlii hiicrelerdir ve ortalama yasam siireleri 5 aydir.

Hepatositler ¢ok ylizeyli hiicreler olmasina ragmen kolaylik olmasi amaciyla alt1 yiizeyli
olarak kabul edilmektedirler. iki yiizeyi perisiniizoidal aralikla, iki yiizeyi komsu
hepatosit ve safra kanalikiiliiyle, kalan iki yiizeyi ise komsu hiicreler ve safra kanalikiilii
ile temas halindedir. Perisiniizoidal aralikla temas halinde olan yiizeyler, diger epitel
hiicrelerinin bazal yiizeyleri ile komsu hiicreler ve safra kanalikiilii ile temas halinde
olan yiizeyler, diger epitel hiicrelerinin lateral ve apikal yiizeyleri ile komsuluk
yapmaktadir (Ross, 2014). Hepatositlerin apikal yiizeyleri safra kanalikiillerini
olustururken, hepatositlerin bazolateral yiizeyleri plazma proteinlerinin salgilanmasi ve
besinlerin ve diger kan bilesenlerinin hazirlanmasina katki saglamaktadir (Junqueira ve
Carneiro, 2006). Hepatosit sitoplazmasinda c¢ok sayida mitokondri ve agraniiler
endoplazmik retikulum bulunmasi sebebiyle asidofilik boyanma 06zelligine sahiptir
(Junqueira ve Carneiro, 2006). Hepatositler aktif olarak sentez ve sekresyon yapan
hiicreler olmalar1 sebebiyle organel bakimindan zengindir (Esrefoglu, 2009).
Hepatosit sitoplazmasinda ¢aplart 0,2-1 pm arasinda olan sayilar1 200-300 kadar
peroksizom mevcuttur (Ross, 2014). Peroksizomlar, mitokondriyonlarla oksijen
kullanim1 agisindan benzerlik gdstermektedirler. Igerdikleri fazla miktardaki oksidaz
toksik olan hidrojen peroksitin acgiga ¢ikmasina neden olmaktadir. Olusan hidrojen
peroksitin katalaz enzimi ile tepkimeye girmesi sonucunda su ve oksijen olugsmaktadir
(Ross, 2014; Kierszenbaum, 2006). Peroksizomlarda D-amino asit oksidaz ve alkol
dehidrogenaz enzimleri de bulunmaktadir. Ayrica yag asitlerinin pargalanmasi,

glukoneogenez ve piirin metabolizmasina da katki saglamaktadir (Ross, 2014).

Hepatositler sitoplazmasinda bulunan bol miktardaki kaba endoplazmik retikulum
plazma proteinlerinin sentezinde gorevlidir. Ozellikle portal alana yakin hepatositlerin
sitoplazmasinda kaba endoplazmik retikulum belirgin bazofiliye neden olmaktadir
(Junqueira ve Carneiro 2006). Hepatositlerde agraniiler endoplazmik retikulum plazma
proteinlerin sentezini yapmaktadir. Ayrica hepatositler glikojen, lipid sentezi ve

detoksifikasyon gibi gorevlerinin olmasi ile uyumlu olarak iyi gelismis agraniiler



endoplazmik retikuluma sahiptirler (Kierszenbaum, 2006). Hepatositlerde hiicrenin
metabolik aktivitesine gore agraniiler endoplazmik retikulum bulunmaktadir. Hiicrede
ilaglarin ve toksinlerin pargalanmasi ve konjugasyonu i¢in gerekli enzimlerin bulundugu
organeldir. Ilag, toksin veya metabolik uyaranlara maruziyet sonucunda agraniiler
endoplazmik retikulum sayis1 artabilmektedir. Bazi ilaglarin ve hormonlarin agraniiler
endoplazmik retikulum aktivitesini uyarabilmesinin yani sira organel membranlarinin

ve iligkili enzimlerin sentezlenmelerini indiiklemektedirler (Ross, 2014).

Spesifik boyama ile goriintiilenebilen Golgi aygiti, Transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) ile incelediginde her biri li¢-bes sisternadan olusan yaklasik 50 golgi birimi ve
irili ufakl vezikiiller icerdigi belirtilmistir. Safranin ekzokrin sekresyonuna, safra
kanalikiilinlin etrafinda yerlesim gosteren golgi aygiti elemanlarmin katki sagladigi
diistiniilmektedir. Cok diisiik dansiteli lipoproteinler (VLDL) trigliseridlerin
karacigerden diger organlara tasinmasini saglamaktadir. Ayrica VLDL’ lerin biiyilik
cogunlugu karacigerde {retilirken geri kalan kismi1 ise ince bagirsakta
sentezlenmektedir. VLDL ve diger lipoproteinlerin onciillerinin de siniizoidal alanlara
yakin Golgi sisternalar1 ve vezikiillerindeki elektron-yogun graniiller oldugu
diistiniilmektedir. Bu elektron yogun graniillere graniillii endoplazmik retikulum ve
agraniiler endoplazmik retikulum sisternalarinda da rastlanmaktadir. Ayrica bu graniiller
dolasima verilerek hepatositlerin endokrin salgisinin bir kismini olusturmaktadirlar
(Ross, 2014). Diisiik dansiteli lipoproteinler (LDL) ve yiiksek dansiteli lipoproteinler
(HDL) esas olarak plazmada olusturulurken, kiigiik bir kismi ise karacigerde
sentezlenmektedir. LDL’ler kolesterol esterlerinin karacigerden diger organlara
tasinmasint  saglarken, HDL’ler ise kolesteroliin periferik organlardan karacigere
tasinmasini saglamaktadir. Kardiyovaskiiler agidan LDL oraninin diisiik, HDL oraninin

yiiksek olmasi hastalik riskini azaltmaktadir (Esrefoglu, 2009).

Hepatosit sitoplazmasinda lizozomlar safra kanalikiiliiniin etrafinda yerlesim
gostermektedirler. Histolojik kesitlerde peribiliyer yogun cisimciklere karsilik gelen
lizozomlar, TEM ile incelendiginde heterojen yapt sergilemektedirler. TEM

goriintiilerde lizozomlarin beraberinde kismen sindirilmis sitoplazmik organeller,



pigment graniilleri (lipofuskin) ve miyelin figiirlere rastlanmaktadir (Ross, 2014).
Hepatosit sitoplazmalar1 ferritinin yikim {iriinii olan eriyebilir ferritin ile eriyemeyen
hemosiderin halinde demirin depolandig1 yerdir. Ancak demir bazi depo hastaligi
durumlarinda da hepatosit sitoplazmasinda depolanabilmektedir (Ross, 2014;
Kierszenbaum, 2006). Yaslanmis plazma glikoproteinleri, hepatositlerin bazolateral
ylzeylerinde bulunan hepatik lektin membran reseptorii ile taninir. Bu reseptor ile
asialoglikoprotein  reseptorii  i¢cine alman plazma glikoproteinleri  ortadan

kaldirilmaktadirlar (Kierszenbaum, 2006).

Hepatositlerde liretilen safranin, safra kesesine ve bagirsaga giderken izledigi kanal
sistemine biliyer aga¢ denilmektedir. Erigkin bir insan karacigerindeki safra duktiilleri
ve kanallar farkli boyut ve sekillerde, 2 kilometreden fazla uzunlukta ii¢ boyutlu kanal
sistemidir. Bu kanallar néronal ve hormonal uyaranlara yanit olarak safra igeriginin

degistirilmesi ve safra akisinin diizenlenmesinden sorumludurlar.

Birbirlerine komsu hepatositlerin  karsilikli  plazma membranlarinin  birbirlerine
baglanmasi ile biliyer agacin en kiiclik dallar1 olan safra kanalikiilleri olusmaktadir.
Hiicreler siki baglant1 kompleksleri olan zonula adherens ve desmozom ile birbirlerine
baglanmistir. 0,5 pum capinda liimenleri olan 151k mikroskobu ile goriintiilenemeyen
interseliiler alanlardir. Kanalikiil liimenine komsu iki hepatositin mikrovilluslar1 uzanir
ve mikrovilluslar adenozin trifosfataz ve diger alkalin fosfatazlar gibi enzimleri tasiyan
membran alanlarin1 genisletirler. Safra akimi kan akim yOniiniin tersi olacak sekilde
vena sentralisten portal alana dogrudur. Lobiiliin periferinde safra kanalikiilii Hering

kanallar1 ile devam eder.

Hering kanah hepatositler ve kolanjiyositler olmak tizere iki tip hiicre ile dosenmistir.
Kolanjiyositler; belirgin bazal laminaya sahip olmalari, komsu hiicreler arasinda siki
baglantilarin bulunmasi1 ve sitoplazmalarinda az sayida organel icermeleri gibi
ozellikleri ile TEM’de ayirt edilebilmektedirler. Bu hiicrelerin apikalinde hepatositlere
benzer sekilde mikrovilluslar1 bulunmaktadir. Ayrica her bir kolanjiyosit liiminal

akimdaki degisimleri algiyan bir primer silyuma sahiptir.



Hepatositler ise apikal kisimlarinda siki baglantilarin ve mikrovilluslarin bulunmasi ile
kolanjiyositlere benzerlik gosterirler. Hepatositlerin bazal yiizeyleri distal biliyer epitel
gibi bazal laminaya yerlesmistir. Hering kanali portal alana dogru tek yonlii safra
akimini destekleyecek sekilde fonksiyonel olarak kontraktil aktivite gostermektedir. Bu
kanal, kolanjiyositleri i¢ceren en kiiclik ve en proksimal kanal olmasi sebebiyle kiiglik
safra kanallarin1 etkileyen hastaliklardan etkilenebilmektedir. Hering kanallarinin
kontraktil aktivitesindeki fonksiyonel bozukluklarin beraberindeki hasar safra akiminda

obstriiksiyona neden olabilmektedir.

Karaciger progenitor hiicrelerinin rezervi Hering kanallarinda veya kanallarin etrafinda
bulunmaktadir. Bu hiicreler go¢ edebilmekte ve hepatositlere veya safra kanali
hiicrelerine farklilagabilmektedir. Karaciger nekrozu sonrasi kanal reaksiyonlarinin
yeniden yapimi ile kiigiik kolanjiyositlerin prolifere olarak Hering kanallarin1 dosedigi
ve karaciger parankinmasina goc¢ ettigi belirtilmistir. Ayrica bu hiicrelerin biliyer
antijenlerin ve hepatosit antijenlerin belirteglerini ekprese ettikleri immunositokimyasal
boyamalarla gosterilmistir. Karaciger kok hiicrelerinin kronik patolojik siiregler
sonucunda hasarlanan karaciger dokusunun tamir edilmesini sagladigi gozlenmistir.
Laboratuar caligmalarindan elde edilen bu veriler karaciger hastaliklarinin tedavisinde
karaciger kok hiicrelerinin umut verici olabilecegini diislindiirmektedir. Safra, Hering
kanalindan sonra intrahepatik safra diiktiiline gecer. Intrahepatik safra diiktiilii
kolanjiyositlerden olusmustur. Immiinohistokimyasal boyamalara gore lobiil smirindan
Hering kanalinin gegtigini periportal aralikta safra diiktiili halinde devam ettigi
belirlenmistir. Safra duktili tek hiicre tipi olan kolanjiyositlerle doseli olmasi ile Hering

kanalindan farklilik gostermektedir.

Intrahepatik safra diiktiilleri 1-1,5 um ¢apindadir ve safray1 portal triadin bir elemani
olan interlobiiler safra kanallarima birakirlar. 15-40 pm c¢apinda olan interlobiiler
kanallar lobiillerin yakininda kiibik sekilli kolanjiyositler ile doselidir. Kanallarin porta
hepatise dogru yaklagmasiyla ¢ap artisina paralel olarak kolanjiyosit epiteli prizmatik
epitele doniisiir. Safra kesesi ve ekstrahepatik safra kanallarindaki hiicreler gibi

prizmatik sekilli bu hiicrelerde mikrovillus iyi gelismistir.



Kiigiik safra duktiilleri tek katli kiibik epitel ile doseliyken kanalin ¢apinin artmasi ile
birlikte epitel tek katli prizmatik epitele doniismektedir. Safra kanallarin1 ¢evreleyen
sik1 bag dokusunda kanalin ¢apinin artmasiyla ¢ok sayida elastik lif goriiliirken, organin
hilusunda bu bag dokusunda diiz kas hiicreleri bulunmaktadir. Interlobiiler kanallarin
birlesmesi ile sag ve sol hepatik safra kanallar1 olustururlar. Bu kanallarin hilusta
birlesmesi ile ortak hepatik kanal olan duktus hepatikus kommunisi olustururlar. Safra,
ekstrahepatik safra kanallar1 ile safra kesesi ve duodenuma tasinmaktadir. Ortak hepatik
kanal prizmatik epitel ile cevrili olup sindirim kanali organlarinda bulunan tim
tabakalar1 (muskularis mukoza hari¢) icermektedir. Ortak hepatik kanal duktus sistikus
ile safra kesesine baglanir. Duktus sistikus ayni zamanda safranin safra kesesine

taginmasini da saglamaktadir (Ross, 2014).

2.4. Radyasyon

Yiiksek hizli partikiiller ya da dalgalar seklinde dolasan enerjiye radyasyon denir
(Cotran ve ark., 2010). Elektromanyetik dalgalar1 yayan enerjilerin genis bir araligina
sahip olan radyasyon, enerjilerine gore iyonize ve noniyonize radyasyon olmak iizere
ikiye ayrilmaktadir (Cotran ve ark., 2010; Dattner, 2003). Noniyonize radyasyon tipine
mikrodalga ve ses dalgasi, ultraviyole ve kizil 6tesi 151k 6rnek olarak verilebilmektedir.
Noniyonize radyasyon enerjisi bir molekiildeki atomlarin titresmesine ve hareket
ettirebilmesine neden olabilmekte fakat elektronlarin atomlardan ayrilmasi icin yeterli
olmamaktadir (Cotran ve ark., 2010). Iyonize radyasyon, bir organizmada veya bir
ortamda atomlara ¢arpmasi sonucu elektron kopmasina veya atomlarin elektronlarinin
daha yiiksek enerji seviyesine ¢ikmasina neden olan radyasyon tipidir (Dattner, 2003).
Serbest elektronlarin diger atomlarla carpismast sonucunda yeni elektronlarin aciga
¢iktig1 bu reaksiyona iyonizasyon denilmektedir. Iyonize radyasyonun ana kaynaklart;

1. x1simlart ve gama 1g1inlar1 (¢cok yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalar)

2. ki proton ve iki nétrondan olusan alfa partikiilleri ve elektronlardan olusan beta

partikiilleri yiliksek enerjiye sahiptir.

Iyonize radyasyon da partikiiler radyasyon ve elektromanyetik radyasyon olmak iizere

ikiye ayrilir. Partikiiler radyasyon belirli bir kiitle ve enerjiye sahiptir. Alfa ve beta



parcaciklari, elektron, proton ve ndtronlar partikiiler iyonize radyasyon tiplerini
olusturur. Elektromanyetik radyasyon foton enerjili dalga 6zelligindedir. X ve gama
1sinlart ise, elektromanyetik radyasyon tiplerini olusturur (Elgazzar and Kazem., 2014).

Iyonize radyasyon emilimini, dozunu ve maruziyetini ifade etmek igin Curie (Ci) bir
radyoizotopun her saniyedeki par¢alanmalarini ifade etmektedir. Bir Ci her saniyedeki
3.7x10' pargalanmaya esittir. Hedef doku tarafindan absorbe edilen enerji Gray (Gy)
denilen birimle ifade edilir ve bu da dokunun bir grami basma 10* erg enerji absorbe
etmesidir. 1 santigray (cGy) dokunun her bir gramimin 100 erg enerjiyi absorbe

etmesine ve bu da dokunun maruz kaldigi 1 rad (R)’a esittir (Cotran ve ark., 2010).

Radyasyonun biyolojik etkilerini ifade etmek i¢in kullanilan birim Sievert’dir. Ayni
absorbe edilmis doz icin, farkli tipteki radyasyonun olusturdugu hasarin boyutu da
farklidir. Esdeger doz, tek tip bir 6l¢ii birimi saglayarak c¢esitliligi kontrol etmektedir.
Radyasyonun goreceli biyolojik etkinligi ile absorbe edilen dozun ¢arpilmasi ile esdeger

doz hesaplanmaktadir.

Radyasyonun biyolojik etkileri asagidaki faktorlere baglidir:

Radyasyon alaninin boyutu radyasyonun biyolojik etkilerini biiyilk oranda
etkilemektedir. Kiiclik ve ¢evresi korunmus bir alana yiiksek dozlar uygulandiginda
viicut kendini koruyabilmekte iken, biiylik alanlara verilen kiiciik dozlar Oliimle
sonuc¢lanabilmektedir.

Isinsal enerjinin etkisi birikici olmasina ragmen, boliinmiis dozlarda alinmasi olusan
hasara kars1 bazi hiicrelerin onarimina imkan saglamaktadir. Fakat hiicrelere taninan bu

onarim siiresinin yeterli olmamasi halinde 1s1nsal enerji birikici etki yapabilmektedir.

Endotel hiicreleri radyasyona orta derecede duyarlilik gdstermektedir. Radyasyon kan
damarlarinin daralmasina veya tikanmasina sebep olabilmekte bu da iyilesme siirecini
aksatabilmektedir. Radyasyonun neden oldugu vaskiiler hasar aylar veya yillar sonra
goriilebilmektedir (Cotran ve ark., 2010).

Iyonize radyasyon biyolojik etkilerini direkt etki ve indirekt etki olarak iki ana
mekanizma ile gostermektedir. Direkt etkide, iyonize radyasyon direkt olarak hedef

atomlara ¢arpmaktadir. Enzimatik ve yapisal preoteinler ve RNA gibi hiicredeki biitiin



atom ve molekiiller radyasyon hasarina maruz kalmaktadir. Fakat DNA, iyonize
radyasyonun tek veya ¢ift sarmalli kromozomal kirilmalar iirettigi temel hedeftir. Direkt
etki mekanizmas1 hiicresel radyasyon hasarini agiklamak igin yetersiz olmustur. Indirekt
etki mekanizmasinda, iyonize radyasyon hiicresel suyun radyolizi ile serbest radikal
olusturmaktadir. Bu serbest radikaller hiicrede 6zellikle DNA, atomlar ve molekiiller ile
reaksiyona girerek kimyasal modifikasyonlar olusturur (Elgazzar AH and Kazem.,
2014). Suyun radyolizi sonucunda sulu elektron, hidrojen radikal (H) ve hidroksil
radikalleri (OH) reaktif tiirleri olusmaktadir. Hiicrelerdeki en zarar verici serbest radikal
OH’dir. Hiicre zari lipidlerinin yiiksek miktarda olusu, lipid peroksidasyonu, hiicre zar1
yikimi ve serbest oksijen radikalleri doku hasarina neden olan ana faktorlerdir. Lipid
peroksidasyonunun son {iriinii olan malondialdehit (MDA), giiglii sitotoksisiteye sahip
olmasinin yanisira antioksidan enzimlerinin hareketini engellemektedir (Tahamtan ve
ark., 2015).

Iyonize radyasyonun olusturdugu DNA hasar1 hiicre proliferasyonunu da
etkilemektedir. Aktif olarak boéliinen hiicreler radyasyon kaynakli hasara daha
duyarlidir. DNA yapisini etkilemeyen dozlar, kas hiicreleri ve noronlar gibi boliinmeyen
hiicreler i¢in 6nemli degildir. Fakat aktif olarak boliinen hiicrelerde hiicre dongiistindeki
kontrol mekanizmalar: tarafindan mutasyon tipleri ve kromozom anomalileri taninmakta
ve bu da proliferasyonu inhibe etmekte ve apoptoza neden olmaktadir. Aktif olarak
boliinen dokular radyasyona ¢ok duyarli olup kemik iligi, gonadlar, lenfoid doku ve

gastrointestinal sistem mukozasi1 bu dokulara 6rnektir (Cotran ve ark., 2010).

2.4.1. Oksidatif stres

Biyolojik sistemlerde, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS)
miktarinin, homeostaz1 saglamak icin fizyolojik yeterliligi asmasi durumu oksidatif
stres olarak adlandirilmaktadir (Sies, 2015; Breitenbach ve Eckl., 2015). Antioksidanlar,
serbest radikallere elektron transfer ederek hiicresel olarak meydana gelen oksidatif
hasar1 6nlemis olurlar (Valko ve ark., 2007).

Oksijen molekiiliiniin bir, iki ve ili¢ elektron indirgemesi ve eksitasyon (uyarilma)
sonucunda olusan ROS, temel haldeki oksijenden c¢ok daha fazla reaktif olmasi ile

karakterizedir. ROS iyonlar, atomlar ve molekiiller ve hidrojen peroksit (H20,), singlet



oksijen (102), siiperoksit anyon radikali (Oz2) ve OH gibi radikalleri igermektedir
(Pospisil ve ark., 2019). OH radikali yiliksek reaktivitesi ve lipidler, proteinler,
karbonhidratlar ve deoksiriboniikleik asitler gibi bir¢ok hiicre bilesenini oksitleme
yetenegi nedeniyle dokular icin tehlikelidir (Leser ve ark., 2019). Lipid peroksidasyonu
sonucu, diger biyomolekiillere oksidatif hasar verebilen reaktif lipid tiirevleri olusur
(Ahotupa, 2016). Oksidasyona ugrayan yag asidine bagli olarak, trans-4-hidroksi-2-
nonenal ve/veya MDA lipid peroksidasyon seviyesinin belirtegleri olarak kullanilan son
triinler olusturulur (Breitenbach ve Eckl., 2015). Protein yapisinin oksidatif
modifikasyonlar1 yaslanma siireci ve apoptozun dahil oldugu bir¢ok patofizyolojik

kosullarda gozlenmistir (Gebicki, 2016; Hauck ve ark., 2019).

Oksijen metabolizmast ve ROS prevalansi, canli organizmalar1 oksidatif stresin
olumsuz etkilerini yok etmek i¢in uygun karsi etki mekanizmalar1 gelistirmeye
zorlamigtir (Torres-Cuevas ve ark., 2019). Antioksidan savunma sistemi endojen ve
ekzojen unsurlardan olusur. Siiperoksit dismutazlar (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidazlar (GSH.Px) ve GSH.Px 'in ¢alismasi i¢in gerekli enzim olan glutatyon
rediiktaz (GR)’in dahil oldugu antioksidan enzimler endojendz primer enzimatik
savunmanin bir parcasidir (Wang ve ark., 2017; Veal ve ark., 2018). Antioksidan
enzimlere ek olarak, GSH.Px i¢in bir kofaktdér olan indirgenmis glutatyon (GSH),
proteinler (ferritin, transferin, seruloplazmin, albumin), iirik asit, melatonin ve vitamin

D asir1 oksidatif stresin 6nlenmesinde rol oynar (Reiter ve ark., 2016).

2.4.2. Serbest radikaller
Serbest radikaller hiicrede protein, DNA ve lipitlerin oksidasyonuna neden olmaktadir.
Oksidasyon sonucu olusan oksidatif stresi ortadan kaldiran maddelere antioksidan, bu
mekanizmalara da antioksidan savunma sistemleri denilmektedir. Serbest radikallere
elektron transferi yapan antioksidanlar, hiicresel hasarin olusmasini Temizleme etKkisi,
Baskilama etkisi, Onarma etkisi ve Zincir koparma etkisi olmak iizere dort farkl
etki mekanizmasi ile Onlemektedir. Temizleme etkisi serbest oksijen radikallerini
tutarak veya oksidanlarin daha zayif bir molekiile doniistiirerek etkisizlestirmektedir. Bu

etkiye Ornek olarak antioksidan enzimler verilebilir. Baskilama etkisi; bir hidrojeni



oksidanlara aktararak onlarin etkisiz hale getirilmelerine veya aktivitelerinin azalmasina
neden olmaktadir. Vitaminler ve flavonoidler etkilerini bu mekanizma ile
gostermektedirler. Onarma etkisi; protein, DNA ve lipitlerde serbest radikallerin neden
oldugu biyolojik hasarin onarilmasini saglamaktadir. Niikleazlar ve glikozidazlar bu
etki mekanizmasinin 6rnekleridir. Zincir koparma etkisi; serbest oksijen radikallerini
baglayarak, serbest oksijen radikallerin reaksiyon zincirlerinin kirilmasina ve

islevlerinin engellenmesini saglayarak etki gostermektedirler (Valko ve ark; 2007).

2.4.2.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)
SOD enzimi, siiperoksit radikalinin Oz molekiiliine yiikseltgenmesini ve diger bir
stiperoksit radikalinin ise daha az reaktif bir molekiill olan H>02’e indirgenmesini
katalize etmektedir. Reaksiyon sonucunda olusan H>O- radikali ise CAT veya GSH.Px
enzimleri ile suya doniistiiriilmektedir (Aslankog ve ark., 2019).

20+2H" 892, H,0,+ O3

SOD, hiicrenin farkli kisimlarinda O~ seviyelerinin kontroliinii saglamaktadir.
Zincirleme radikal reaksiyonlarinin giiglii bir baslaticis1 olmast sebebiyle oksidatif

strese kars1 ilk savunma olarak da isimlendirilmektedir (Panglossi, 2007).

2.4.2.2. Katalaz (CAT)

Katalaz, her bir polipeptit alt birimi hem ve nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
molekiilii iceren dort protein alt birimden olusmaktadir (Limon-Pacheco ve Gonsebatt,
2009). Mitokondride oksijenin suya indirgenmesi sonucunda siiperoksit ve hidrojen
peroksit olusmaktadir. Olusan siiperoksit radikallerinin yol ag¢tigi hasara karsi
savunmadan sorumlu SOD ve GSH-Px enzimleri tarafindan yok edilmesine ragmen bir
miktar H2O: sitoplazmaya ge¢cmektedir. Mitokondriden ayrilarak sitoplazmaya gegen
H>O: ise peroksizomlarda sentezlenen CAT enzimi ile detoksifiye edilmektedir. GSH-
Px enziminin Michaelis-Menten sabitinin CAT enzimine, gore daha diisilk olmasi
sebebiyle glutatyon peroksidaz daha diisiik konsantrasyonlarda H>O’1 parcalamaktadir
(Radi ve ark., 1991).



2.4.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH.Px)
Bir¢ok hiicrede sentezlenen GSH; glisin, L-glutamat ve L-sistein aminoasitlerinden
olusan bir tripeptiddir. GSH molekiilii ilk asamada glutamin ve sistein aminoasitlerinin
glutamin-sistein  ligaz enzimi ile tepkimeye girmesi ile y-glutamilsisteini
olusturmaktadir. Ikinci asamada y-glutamilsistein ve glisin glutatyon sentetaz ile
reaksiyonu sonucunda GSH molekiilii meydana gelmektedir (Lagman ve ark., 2015; Pei
ve ark., 2013)
GSH.Px, her biri selenyum igeren dort protein alt birimden olusan tetramerik yapida bir
enzimdir. Hiicrelerin sitoplazmasinda bulunan bu enzim, elektron kaynagi olarak
glutatyonu kullanarak hidrojen peroksit ve organik hidroperoksitlerin (lipit
hidroperoksitler, DNA hidroperoksitler) indirgenmesini saglamaktadir. H>O>’den OH
olugmasini engelleyerek oksidatif hasara karsi hiicreleri korumaktadir (Rani ve ark.,
2014).
H>0:’in sebep olabilecegi oksidatif hasara karsi koruyucudur. Dolayli yoldan H>O>’den
cok tehlikeli bir radikal olan OH radikalinin olusumuna engel olmus olur. Dort alt
birimden olugur. Her bir alt birimi bir selenyum igerir (Sen ve Chakraborty., 2011).
Elektron kaynagi GSH'dur. H2O;’1 ve organik H2O:’leri detoksifiye eden reksiyonlari
katalizler. GSH.Px enzimi, bir1 selenyum iceren selenyuma bagimli glutatyon
peroksidaz ve selenyum icermeyen yani selenyuma bagimli olmayan glutatyon
peroksidaz olmak {izere iki tipten olusur. Selenyum bagli glutatyon peroksidaz hidrojen
peroksit ve organik hidroperoksitlere karsi etikilidir. Selenyum bagimsiz gulutatyon
peroksidaz ise organik hidroperoksitler {tizerinde etkilidir. Bu detoksifikasyon
reaksiyonlar1 sirasinda GSH’in elektron verici olarak gorev almasi H2O2 ve organik
hidroperoksitleri indirgerken kendisinin yiikseltgenmesine neden olur (Sen ve ark.,
2010). GSH’un oksitlenmesi ile glutatyon disiilfit olusur. Okside glutatyonun
indirgenmesi i¢in GR enzimi gereklidir. Bu indirgenme reaksiyonu sirasinda elektron
vericisi olma gorevini NADPH iistlenir (Sen ve Chakraborty., 2011; Reiter ve ark.,
1995).



2.4.3. Oksidatif stres ve inflamasyon arasindaki iliski
Inflamatuar yanit redoks aktivasyonunda &nemli rol oynamaktadir. Radyasyona veya
ROS’a maruz kalan hiicreler mitotik 6liim, apoptozis ve nekrozis gibi yolaklarla hiicre
Olimiine yol agan niiklear ve mitokondrial DNA hasarina neden olmaktadir (Pugin,
2012). Apoptozis TGF-f and IL-10’un dahil oldugu anti-inflamatuar sitokinlerin
salinimini baslatirken; nekrozis IL-1, IL-4, IL-13 gibi inflamatuar sitokinlerin ve diger
inflamatuar mediyatorlerin salinimini baglatabilmektedir (Frey ve ark., 2017; Shen ve
ark., 2018). ROS, radyasyon ile indiiklenen doku hasar1 olusumunun asil nedenidir. IR
sonrasi silirekli ROS olusumu T lenfositlerin ve diger hiicrelerin radyosensivitesinin
kaynag1 olabilir (Ogawa ve ark., 2003). Ayrica ROS pro-inflamatuar sitokinlerle birlikte
NF«B sinyal yolagini aktif hale getirebilir. NFkB, RT sonrasi kronik inflamatuar

hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Mortezaee ve ark., 2019).

Inflamatuar sitokinler ve biiyiime faktdrleri NADPH oksidaz, COX-2 ve INOS gibi
cesitli sinyal yolaklarinin aktiflesmesine neden olmaktadir (Bours ve ark., 2000).
Mitokondrinin bir enerji ve serbest radikal rezervi oldugu disiiniilmektedir. Normal
sartlarda antioksidan savunma sistemleri siiperoksiti notralize eder, serbest radikal
olusturur ve mitokondriyal aktiviteden kaynaklanan oksidatif hasardan hiicreleri korur
(Packer ve Murphy, 1995). Fakat, mitokondriyal disfonksiyon ve apoptosis ROS, pro-
IL-1pB, iNOS ve inflamatuar yanitlarla indiiklenebilmektedir. Ayn1 zamanda ¢aligmalar
ROS tiirevli NOX sisteminin mitokondriyal disfonksiyona ve sonrasinda bu organelde

ROS olusmasina katki yaptigin1 géstermistir (Kowluru ve Mishra, 2015)

2.4.4. DNA Hasan
Iyonize radyasyonun esas hiicresel hedefi DNA’dir. Radyasyonun sebep oldugu DNA
hasar1, onarilmadig: takdirde yillar sonra kansere neden olabilecek mutasyonlara yol
acmaktadir. Radyasyon DNA baz dizilerinde ve DNA ve proteinler arasindaki c¢apraz
baglarda hasarlanma, DNA tek ve cift zincir kiriklar1 gibi ¢esitli tipte hasarlara neden
olabilmektedir. Hasar gormeyen hiicrelerde olusan basit defektler enzim onarim
sistemleri tarafindan tamir edilmektedir. Onarim sisteminde bulunan Ataxia-

Telangiectasia Mutated hasar sonrasi sinyal iletimini baglatmakta iken, p53 ise DNA



tamiri i¢in hiicre dongiisiinii gegici olarak yavaslatmaktan veya onarilamayan hiicrelerin
apoptozisini tetiklemekten sorumludur. Cift zincir kiriklar1 onarilmadan kalici
olabilmekte veya onarim sonrasi mutasyon gériilebilmektedir. Ornegin p53 mutasyonu
durumunda, hiicre dongiisii kontrol mekanizmasi islev gérmediginde anormal hiicreler
ve kararsiz genomlarin ortaya ¢ikmasina ve sonunda tiimdr olusmasina neden olan

anormal kopyalar olarak biiyiimesine neden olmaktadir (Cotran ve ark., 2010).

2.5. Melatonin

Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin) seratoninin asetilasyon ve metilasyonu ile
sentezlenen modifiye bir triptofandir. Melatonin primer olarak epifiz bezinden
salgilanmaktadir fakat kemik iligi, immiin hiicreler, beyin ve bagirsaklardan da
sentezlenmektedir. Melatonin iki Onemli metaboliti vardir. N-asetil-N2-formil-5-
metoksikuramin (AFMK) ve N-asetil-5-metoksikuramin (AMK). Bunlardan AFMK en
bol bulunanidir (Reiter ve ark., 2016). Melatoninin yarilanma omrii 30 ila 57 dakika
arasinda degistigi tahmin edilmektedir (Vijayalaxmi ve ark., 2004). Melatonin, kii¢iik
boyutu ve yiiksek lipofilik 6zelliginden dolay1 biyolojik membranlar1 ge¢ebilmektedir
ve hiicrenin biitiin boliimlerine girebilmektedir (Reiter ve ark., 1999).

Melatonin amfifilik yapisindan dolay1 pinealositlerde depo edilememektedir. Damardan
zengin olan ve 3. ventrikiil duvarmin dorsal ve posteriorunda bulunan pineal bez,
melatoninin gece boyunca merkezi sinir sistemi serebrospinal sivisina ve ayni zamanda
kan dolasimina salinmasini saglamaktadir. Kanda genellikle alblimine baglanan
melatonin, karacigerde sitokrom P450 izoformu (¢ogunlukla CYP1A2) ile 6-
hidroksimelatonine metabolize olmakta ve sonrasinda iiriner salgilama igin 6-
siilfatoksimelatonine konjuge olmaktadir. 6-siilfatoksimelatonin {iiretimi plazma
melatonin seviyesini iyi bir sekilde yansitmasi sebebiyle 6-siilfatoksimelatoninin
Ol¢imii  pineal fonksiyon ve melatonin {retimini degerlendirmek igin
kullanilabilmektedir. Merkezi sinir sisteminde melatonin N-asetil-5-metoksikuramin
(AMK) olarak formiile edilen N-asetil-N2-formil-5-metoksikuramine (AFMK)
indirgenmektedir (Hardeland, 2017).



Melatonin sentezi triptofanin, tritopfan hidroksilaz enzimi ile 5-hidroksitriptofana
donlismesi ile baslamaktadir. 5-hidroksitriptofan seratonine doniislir. Seratonin,
aralkilamin N-asetiltransferaz ile asetillenerek N-asetil seratonine doniistiiriiliir. N-asetil
seratonin, asetil seratonin-O-metiltransferaz veya hidroksi indol-O-metiltransferaz ile
melatonine doniistiiriiliir. Yukaridaki 3 enzimde zaman, siire ve iiretilen melatonin
miktarini regiile eden noral ve endokrin sistemlerin kontrolii altindadir (Afeche ve ark.,

2008).

Melatonin enerji metabolizmasin etkileyen anti—inflamatuar ve antioksidan 6zelliklere
sahiptir ve onkostatik ve antiaging bir molekiil olarak da kullanilmaktadir (Agabiti-
Rosei, 2017). Bu nedenle melatonin temel klinik uygulamalarda ¢oklu goreve sahip
onemli bir molekiil olarak diisiiniilmektedir (Reiter ve ark., 2014). Melatonin spesifik
membran reseptorleri ile interaksiyonu (Erren ve Reiter, 2015) veya direkt radikal

stiptiriicti fonksiyonu ile ilgili reseptoér bagimsiz etki gosterebilmektedir (Mauriz ve ark.,

2013).

Melatonin reseptorleri membran ve niikleer baglanma bolgeleri icermektedir (Acufia-
Castroviejo ve ark., 2014). 2011°’den itibaren 2 membran melatonin reseptorii
tanimlamistir ve G protein bagli yedi transmembran reseptdrii olan MT1 ve MT2
karakterize edilmistir (Slominski ve ark., 2012). MT1 reseptorleri retina, ovaryum,
testis, meme bezleri, safra kesesi, karaciger, bobrek, immiin hiicreler, ekzokrin pankreas
ve kardiyovaskuler sistemde eksprese olurken, MT2 reseptorleri duodenal
enterositlerde, immiin sistemde, hipotalamus, suprachiasmatic niikleus, retina, hipofiz
bezi, kan damarlari, testisler, bobrek, gastrointestinal sistem, meme bezleri, yag dokusu

ve deride eksprese olmaktadir (Singh ve Jadhav, 2014).

Melatonin ideal antioksidan ve anti-inflamatuar oOzelliklerinin yanisira mitokondri
tizerinde onemli bir etkiye sahip ¢ok fonksiyonlu bir molekiildiir. Bu indoleamin; uyku
diizenlenmesi, kan basinci kontrolii, mitokondriyal fizyolojinin korunmasi ve insiilin,
leptin ve lipid sekresyonu gibi metabolik siire¢lerin modiilasyonu dahil olmak iizere bir
dizi biyolojik isleve katki saglamaktadir ve Onemli anti-inflamatuar ve antioksidan

koruyucu etkilere sahiptir (Reiter ve ark., 2018).
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Melatoninin, antioksidan olarak yiiksek etkinligi, amfifilik olmasi ve biitiin
morfofizyolojik bariyerlerden gegebilmesi ile iligkilidir (Reiter ve ark., 2013).
Sitoprotektif etkileri direkt ve indirekt antioksidan ozellikleri ile iligkilidir (Reiter ve
ark., 2016). Arastirmalarda melatoninin indirekt bir antioksidan olarak bu goérevi birkag

mekanizma yoluyla yaptig1 dogrulanmistir:

(1) Antioksidan enzimlerin aktive edilmesi

(i)  Oksidatif hasardan antioksidatif enzimlerin korunmasi

(i)  Glutatyon sentezinin uyarilmasi,

(iv)  Diger antioksidanlarin aktivitelerinin artirilmasi,

(v) Gecis metallerine baglanmasi,

(vi)  Epigenetik mekanizmalar araciligiyla pro-oksidatif enzimlerin inhibe edilmesi
(vil) Mitokondriyal elektron tagima zincirinin etkinliginin artiritlmasi boylece elektron

kacaginin azalmasi ve serbest radikal olusumunun azalmasi (Reiter ve ark.,

2016).

Melatonin bu ¢oklu etkilerinin bir sonucu olarak oksidatif strese yanitta DNA hasar1 ve
cogunlukla molekiiler hasar1 kolaylikla kontrol edebilmektedir. Melatoninin antioksidan
potansiyeli yasa bagli nérodejenerasyon, sol ventrikiil hipertrofisi ve ilacla indiiklenmis
nefrotoksisite ve hepatotoksisite gibi sartlar altinda ¢ok sayida hayvan ve insan
modelleri kullanilarak arastirilmistir (Maarman ve ark., 2015). Ayrica, bu ¢ok yonli
ajan DNA'y1 fiziksel ajanlarin, iyonize radyasyon, toksinler ve lipopolisakkaritlerin
zararli etkilerinden de korumaktadir (Mathes, 2010). Bu maruziyetlerin sonucunda
toksik serbest radikal liretiminden kaynaklanan DNA hasar1 olusmaktadir. Clinkii DNA
hasarinin en biiylik nedeni artmis ROS seviyeleri oldugu i¢in, melatoninin koruyucu

etkisi antioksidan potansiyeline dayandirilmaktadir.

2.6. Niikleer Faktor Kappa (NFkB)

Insanlarda NFkB p50, p52, cRel, RelA (p65) ve RelB olmak iizere bes alt birimden
olusmaktadir. NFkB normal sartlar altinda inaktif halde bulunmaktadir ve bu alt
birimlerin homodimer ya da heterodimer yapilarini olusturmalar ile aktiflesmektedir

(Calzado ve ark., 2007). NFxB protein ailesinin tiim alt birimleri immiinglobulin
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benzeri tekrar bolgeleri ve Rel domain bolgeleri igermektedir. Rel domain NFkB’nin
cekirdege tasinmasini, DNA’ya baglanmasini ve alt birimlerle dimerizasyonunu
saglamaktadir (Calzado ve ark., 2007).

NFkB ailesinin p50 ve p52 alt birimleri ise Onciiller halinde sentezlenip islenmeler
sonrasinda aktiflesmektedirler. P105 oOnciilii proteolitik islemler sonrasinda p50 alt
birimini olusturmakta iken, p100 Onciiliinlin fosforilasyon ve ubikitinasyon islemleri
sonrasinda p52 alt birimi olusmaktadir. P50 ve p52 alt birimlerinin yapisinda TA
bolgesi bulunmamasi sebebiyle transkripsiyonel olarak inaktiftir. RelA, RelB ve cRel
yapisinda TA  bolgesi bulundugu icin hedef genlerin transkripsiyonunu

baslatabilmektedir (Calzado ve ark., 2007).

2.6.1. NFxB’nin Inhibisyonu

NFkB kompleksi aktiflestikleri yer olan sitoplazmada (Israel, 2010) inaktif halde
bulunmaktadir (Aggarwal ve ark., 2004). TNFa veya diger hiicre stresleri gibi
molekiiller ile uyarildiginda TNFa reseptdriine baglanir. Bu baglanma birka¢ ara
basamak yoluyla inhibitor kappa B (IkB) fosforilasyonuna ve sonrasinda IxB
ubikiitasyon ve degredasyona neden olan IkB kinaz ile etkilesime yol agmaktadir.
NFxB dimeri degredasyon olur olmaz c¢ekirdekte cesitli hedef genlerin DNA konsensus
sekansinin oldugu bolgeye transloke olmaktadir (Qin ve ark., 2007). Sitozolde dinlenim
durumundayken NFkB ile etkilesen ve onun inhibe hale gelmesini saglayan IxB
proteinleridir. IkB proteinlerinin NFkB ile protein-protein etkilesimleri, IkB’nin
yapisinda bulunan ankrin tekrarlar1 sayesinde olur. IkB’nin ankrin tekrarlari, NFkB’nin
yapisinda bulunan RHD’ye baglanarak NFxB’nin c¢ekirdek lokalizasyon sinyalini

tantyan bolgenin maskelenmesini saglar (Calzado ve ark., 2007)

2.6.2. NFkB ve Sirtuin 1 (SIRT1)

SIRT1 ve NFkB sistemi memelilerde karsilikli zit kontrol mekanizmasi araciliiyla
metabolik ve inflamatuar ag1 diizenleyen eski sinyal yolagidir. SIRT1, NFkB sinyalini
direkt veya indirekt olarak inhibe edebilmektedir, NFkB sistemi ise SIRT1’in
downstream hedeflerini inhibe ederek SIRT1 aracili fonksiyonlarini baskilamaktadir.

SIRT1, NFkB kompleksinin RelA/p65 bileseni ile direkt reaksiyona girer ve deasetile
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eder. Lys310’un asetilasyonu RelA/p65 alt {initesinin transaktivasyon kapasitesini
inhibe eder ve sonu¢ olarak NFxB bagimli gen ekspresyonunun transkripsiyonunu
baskilamaktadir. RelA/p65 proteininde Lys310’un deasetilasyonu Lys314 ve Lys315°
de metilasyona neden olur, bu da proteinin ubikitinasyon ve degredasyonunu artirir
(Yang ve ark., 2010). Son ¢aligmalar SIRT1’in NFkB sinyalini inhibe ettigini ve SIRT1
aktivasyonunun NFkB kaynakli inflamatuar ve metabolik bozukluklar1 azaltabilecegini
dogrulamistir (Yao ve Rahman, 2012). Sonraki ¢alismalar SIRT1, NFxB kaynakli
inflamatuar yanitin sonlandirilmasinda ve inflamasyon rezoliisyonuna katki saglamada
onemli rol oynamaktadir (Yeung ve ark.,, 2004). Liu ve arkadaglart insan THPI
makrofajlarda kronik LPS uygulamasinin SIRT1 ekspresyonunu artirdigi ve es zamanl
olarak TNF-a ve IL-1p trankripsiyonunu baskiladigi rapor edilmistir. Ayrica uzun siireli
LPS uygulamas1 SIRT1’in bu sitokin genlerin promotor bolgesine birikmesini uyardig:
ve orada NFxB kompleksinin RelA/p65 alt {initesinde ve histon H4K16’de
deastilasyonu indiikledigi gozlemlenmistir. Ardindan SIRT1 deasetile RelA/p65
proteini yerine inhibitdr RelB proteini alir ve bdylece TNF-a promotoruna olgun bir
baskilayic1 kompleks olusturur (Liu ve ark., 2011). SIRT1 ve NFxB kompleksi
inflamasyon rezoliisyonuna ve hatta kromatin diizeyinde epigenetik degisiklige neden

olan endotoksin toleransinin olusmasina katki yapmaktadir (McCall ve ark., 2011).

2.6.3. NFkB ve peroksizom proliferator ile aktive edilmis reseptor gama

koaktivatorii 1-alfa (PGC-10)
PGC-1a mitokondriyal biyogenezi indiikleyen ve bdylece oksidatif metabolizmay1
artiran en 6onemli downstream hedefi SIRT/AMPK sinyal yolagidir (Fernandez-Marcos.,
2011). LPS ve TNF-a ile indiiklenen inflamatuar sinyal PGC-lo’nin fonksiyonu
baskilanabilmektedir (Schilling ve ark., 2011). Palomer ve arkadaslar1 insan kardiak
miyositlerinde NFkB aktivasyonu yoluyla TNF-a’nin PGC-1la ekspresyonunu inhibe
ettigini acgiklamislardir. PGC-1a’nin baskilanmasi1 glukoz oksidasyonunu artirdigini
gozlemlemislerdir. Iskelet kasinda palmitat uygulamasi NFkB sinyal aktivasyonu ile
PGC-1a ekspresyonunu baskilamaktadir (Coll ve ark., 2006). Alvarez Guardia ve
arkadaslar1 (2010) kardiak hiicrelerde NFkB kompleksi RelA/p65 alt {initesinin PGC-1a

proteinine baglandigini belirtmislerdir. TNF-a maruziyeti sonras1t NFkB aktivasyonu



RelA/p65 ve PGC-1a proteini arasindaki etkilesimin anlamli olarak artmasina ve bunun
sonucundada glikoz oksidasyonunun artmasina neden olmaktadir. Bu ¢alismalar PGC-
la deasetilasyonunun mitokondrial oksidatif solunumu artirirken, NFxB sinyal
aktivasyonu SIRT1/PGC-la sinyalini baskilayabilmekte ve aerobik glikozisi
baslatmaktadir. PGC-1o’nin asir1 ekspresyonu RelA/p65 bileseninin fosforilasyonunun
ve NFkB trankripsiyonel aktivitesinin azalmasina neden olmustur (Eisele ve ark., 2013).
Kas hiicrelerinde artan PGC-la ekspresyonu TNF-a, TLR (Toll benzeri reseptor)
agonistleri ve yag asitleri tarafindan indiiklenen proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu ve sekresyonunu baskilamaktadir. Vaskiiler hiicrelerde asirt PGC-1a
ekspresyonu ROS {iretimini azaltmakta ve TNF-a ile indiiklenmis NFkB aktivasyonunu
baskiladigin1 gozlemlemistir. Ayrica proinflamatuar genlerin ekspresyonu iskelet kasi
spesifik PGC-la nakavt farelerde artmistir. PGC-la inflamasyon ve enerji

metabolizmasi arasindaki iliskinin regiilasyonunda énemlidir (Kim ve ark., 2007).

2.7. Sirtuin 1

Onemli epigenetik regiilatrlerden olan histon deasetilazlar (HDAC) spesifik histon ve
non-histon proteinleri {izerinde bulunan lizin kalintilarin1 deasetilate etmektedirler.
Lizin kalintilarinin e-amino grubunda olan lizin asetilasyonu olduk¢a diizenlenmis bir
posttranslasyonel modifikasyon olup geri doniisiimliidiir. Asetilasyonun gerceklesmesi
protein stabilitesi, transkripsiyonel aktivite, protein-protein etkilesimi, DNA-protein
etkilesimleri ve enzimatik aktivitenin diizenlenmesi acisindan Onem tagimaktadir
(Glozak, 2005).

HDAC’lar insanlarda dort sinifa ayrilmis olup sirtuinler, nikotinamid adenin diniikleotid
(NAD+) bagimli smif III HDAC’lara dahildir (Gray ve Ekstrom, 2001). Sessiz bilgi
diizenleyici 2 (Sir2), sirtuin (SIRT) ailesinde kesfedilen ilk gen olup ilk kez mayada
omrii uzattig1 belirtilmistir (Haigis ve Sinclair, 2010).

Memelilerde farkli molekiiler agirhiga ve farkli biyokimyasal aktiviteye sahip yedi
sirtuin bulunmaktadir (Baur, 2012). Sirtuinler; N-terminal bdlge, C-terminal bolge,
katalitik cekirdek ve allosterik bolge olmak iizere 4 farkli bolgeden olusmaktadir
(Kozako, 2014). Yapilarinda bulunan N ve C terminallerinin farklilik gostermesi, farkli

hiicresel lokalizasyon, farkli biyolojik aktiviteleri ve farkli ekspresyon kaliplari



nedeniyle farkli biyolojik fonksiyonlara sahiptirler (Haigis, 2010). SIRT1 niikleer ve
sitoplazmik, SIRT2 sitoplazmik, SIRT3, -4, -5 mitokondride ve SIRT6 ve -7 agirlikli
olarak niikleer lokalizasyona sahiptir (Kozako, 2014). Memeli sirtuinleri, baglica histon
deasetilaz aktivitesine (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT5S ve SIRT7) ya da
monoriboziltransferaz aktivitesine sahiptir (SIRT4 ve SIRT6) (Baur, 2012).

Sirtuinler; transkripsiyon, hiicre yasami, genom stabilitesi, DNA hasar1 ve onarimi,
inflamasyon ve uzun Oomiirliilik gibi cesitli biyolojik islemlerde yer alan enzimlerdir.
Bu enzimler, ortak kosubstrat olarak NAD+ kullanilarak, histonlar, transkripsiyon
faktorleri ve enzimler gibi spesifik protein substratlar1 {izerindeki spesifik lizin

kalintilarinin &- amino grubundan asetil grubunun deasetilasyonunu katalize eder

(Graziadio ve ark., 2016).

SIRT1 en iyi karakterize edilmis sirtuinlerdendir. Karaciger, beyin, kas, pankreas, testis,
over ve adipoz dokuda varlig1 gosterilmistir. Giiglii deasetilasyon aktivitesine sahiptir.
Ayn1 zamanda inflamatuvar cevap, apoptoz, mitokondriyal biyogenez ve oksidatif
stresle iligkili oldugu da bilinmektedir (Morris ve ark., 2011). SIRT1’in 6zellikle p53,
Foxo, Ku70, P300, Rb, E2F1, NFkB, p73, PGC-1a ve PPARY gibi hiicresel yaslanma,
hiicre dongiisii progresyonu ve apoptoz siireclerinde yer alan proteinleri deasetile ettigi

bildirilmistir (Kozako ve ark., 2014).

SIRTI, p53 disinda Ku70, E2F1 ve TGF-f sinyal yolag: gibi hiicre 6liimii iliskili diger
hedefleri de regiile etmektedir (Michan ve Sinclair, 2007). SIRT1, NFxB kompleksinin
komponentlerini deasetile ederek apoptozise neden olmaktadir (Yeung ve ark., 2004).
SIRT1'in gen susturulmasi c¢alismalarinda, hiicre dongiisii, DNA hasar onarimi ve
yasam siiresi ile ilgili olabilecegi bildirilmistir. SIRT1; p53'0 lizin amino asid
kalintilarindan deasetilize ederek transkripsiyonel sinyal etkinligini azaltir. Oksidatif
strese ve DNA hasarlanmalarina kars1 programli hiicre 6liimiinii baskilar (Vaziri ve ark.,
2001). SIRTI'in inflamatuar siireclerde, anti-inflamatuar ve pro-inflamatuar
mediatorleri modiile ederek inflamasyonun diizenlenmesinde, hiicre biiylimesi ve
metabolizmasinin modiilasyonu gibi g¢esitli patofizyolojik siireclerde rolii oldugu

gosterilmistir (Sharma, 2014).



NAD kofaktorii stres, direng ve yasam siiresi ile ilgili metabolizmalarda anahtar
diizenleyici olarak bulunur. Oksidatif stres, NAD+ ve sirtuin metabolizmas1 arasindaki
iliski Braidy ve ark. tarafindan gosterilmistir. Yasa baglh olarak kalp, karaciger, akciger
ve bobrek mitokondrilerinde oksidatif streste ve DNA hasarinda artma, total
antioksidan, NAD+ ve SIRT1 diizeylerinde azalma saptamislardir. SIRT1 aktivitesini
NAD+ iizerinden yiiriitiir (Braidy ve ark., 2011). SIRT1’in, oksidatif strese bagh
apoptozu inhibe etmek i¢in 6nemli bir rolii oldugu ortaya konulmustur (He ve ark.,

2015).

2.7.1. SIRTY’in Antioksidan ve Redoks Sinyalinde Diizenleyici Olarak Rolii

Stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon ve glutatyon peroksidaz gibi geleneksel endojen
antioksidanlarin yani sira SIRT1'in ¢esitli mekanizmalar yoluyla oksidatif streste nemli
bir sitoprotektif rol oynadigi gosterilmistir. Ornegin, forkhead box transkripsiyon
faktorlerini (FOXO1, FOXO3a ve FOXO4) (Hori ve ark., 2013) ve peroksizom
proliferatdr ile aktive edilmis reseptor gama koaktivatorii 1-alfa (PGC-1a) (Shuang ve
ark., 2016, Khader ve ark., 2014) deasetilasyonunu yapabilmekte ve ¢ok sayida
antioksidan enzim ekpresyonunu indiikleyebilmektedir (Li and Wu., 2018). FOXO'lar
ayrica genomik stabiliteyi ve DNA tamirini baslatmak i¢in bilylime arresti ve DNA
hasarin1 indiikleyebilen protein GADDA45'1 aktive edebilir (Kobayashi ve ark., 2005).
Ayrica, SIRT1 NFkB kompleksinin RelA/p65 alt birimini deasetile etmekte (Yeung ve
ark., 2004) ve ardindan NAD(P)H aracil1 ROS iiretimini engellemektedir (Kang ve ark.,
2004). SIRT1, p53'iin oksidatif stres kaynakli apoptotik aktivitesini (Han ve ark., 2008)
ve FOXO3a'nin proapoptotik etkilerini dogrudan inhibe edebilir (Wang ve ark., 2015).
Tim bu olaylar birlikte oksidatif stres toleransini ve hiicre sag kalimim
desteklemektedir. Bu 6zellikler SIRT1 aktivatorleri i¢in yogun bir arastirma yapilmasini

saglamigtir.

2.7.2. SIRT1’in inflamasyondaki Rolii

Bagisiklik sisteminin regiilasyonunda Sirtuinlerin 6nemli gorevleri bulunmaktadir.
Bircok doku ve makrofajlarda SIRT1’in inflamasyonu baskiladig1 belirtilmektedir
(Yoshizaki ve ark., 2009). SIRTI1, anahtar diizenleyici olan NFkB’yi diizenlemek



suretiyle yangida da rol oynamaktadir. SIRT1, NFxB faaliyetini muhtemelen c¢oklu
mekanizmalarla baskilamaktadir. SIRT1’in, NFkB’nin alt {initesi olan RelA/p65°1 onun
transkripsiyonel potansiyelini durdurmak suretiyle deasetilize ettigi kanitlanmistir
(Yeung ve ark., 2004). Kronik inflamasyon halinde koruma saglayan SIRT1, delesyonu
lokal inflamasyona, SIRT!’in asir1 eksprese edilmesi ise inflamatuar yanitin
baskilanmasina neden olmaktadir (Schug ve ark., 2010). Endotelyal hiicrelerde SIRTI,
NFkB’nin inhibisyonunu saglayarak inflamasyonun azalmasina ve apoptozun inhibe

olmasina neden olmaktadir (Zhao ve ark., 2016).

2.7.3. SIRT?1’in DNA Tamirindeki Rolii

SIRTI’in genomik stabilitenin saglanmasinda etkili oldugu model organizmalarda
yapilan caligmalarla gosterilmistir. Maya Sir2’nin DNA kiriklarmin oldugu alanlarda
relokalizasyonu sagladigi ve ribozomal DNA rekombinasyonunu inhibe ettigi
belirtilmistir (Denu, 2003). DNA hasar tamirinde gorevli Werner helikaz ve NBS1’in
dahil oldugu faktorleri deasetile etmektedir (Yuan ve ark., 2007). SIRT1’in oksidatif
stres sonrast DNA’da olusan kiriklarin diizeltilmesini  sagladigr belirtilmistir

(Oberdoerffer, 2008).

Son yapilan caligmalarda SIRT1 geninin birgok metabolik aktivitesine, DNA onarim
mekanizmasindaki faaliyeti de eklenmistir. Radyasyona maruz kalinmasi {izerine
SIRT1, DNA onarim kapasitesini ve onarim proteini olan Ku70’in deasetilasyonunu
gelistirmektedir. Asir1 SIRT1 ifadesi ise, DNA zincirinde, radyasyondan kaynaklanan
zincir kirilmalarinda artisa sebebiyet vermektedir (Mostoslavsky ve ark., 2006). Ote
yandan, SIRT1 siRNA tarafindan gerceklestirilen endojenik SIRT1 ifadesi, SIRT1’in
hiicrelerin, DNA onarim kapasitelerini DNA zincir kirilmalar ile diizenleyebildigini

gostermektedir (Jeong ve ark., 2007).



3. GEREC VE YONTEM
Erciyes Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurul Baskanhigi 14/02/2018 tarihli ve

18/043 nolu Etik Kurul onay1 alinan ¢alismanin deney asamasi Erciyes Universitesi
Deneysel ve Klinik Arastirma Merkezinde (DEKAM) gergeklestirildi. Calismanin diger
asamalar1 Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali’nda tamamlandi. TDK-2018-8364 numarali bu proje Erciyes Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Birimi (BAP) tarafindan desteklenmistir.

3.1. Deney Hayvanlar

Bu calismada Erciyes Universitesi DEKAM’da yetistirilen 60 adet 8-12 haftalik, 250-

300 gr agirliginda yetigkin Wistar albino tiirii erkek sicanlar kullanilmigtir. Siganlara

giiniin normal diizeninde 21°C ve 12 saatlik aydinlik/karanlik ortaminda su ve besin
ithtiyaclart saglanmistir. Denekler tartilip, agirliklar1 birbirine yakin olanlar bir araya
getirilerek deney gruplari olugturulmustur.

3.2. Deney Gruplar

Deney gruplari1 Tablo 3.1° de belirtildigi sekilde olusturuldu.

Tablo 3. 1. Deney gruplari

Kontrol grubu (K) % 0,9°1luk serum fizyolojik intraperitoneal (i.p) olarak
10 giin boyunca hergiin bir defa



Sham grubu (S) Serum fizyolojik i¢inde %3’liik etanol i.p olarak 10
giin boyunca hergiin bir defa

Radyasyon grubu (R) Akut radyasyon (tek doz 10 Gy)

Melatonin grubu (M) 10 giin boyunca 10 mg/kg/glin melatonin i.p

Akut radyasyon (tek doz 10 Gy) uygulamasindan
Radyasyon + Melatonin grubu (RM) 24 saat sonra
10 giin boyunca 10 mg/kg/giin melatonin i.p

Melatonin +Radyasyon grubu (MR) 10 giin boyunca 10 mg/kg/giin melatonin i.p
uygulamasindan 24 saat sonra Akut radyasyon (tek
doz 10 Gy)

3.3. Radyasyon Uygulamasi

Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Béliimiinde Cobalt-60
teleterapi (GWXJ80-Co60 Teletherapy Unit) cihazi ile olusturulan y-151m1 kullanilarak
1sinlama yapildi. Siganlara 1sinlama yapmak i¢in 28x24 boyutunda ve 2.5 cm derinlikte
olan tahtadan yapilmis 6zel bir kutu kullanildi. Radyasyon dozunun fiziki hesabi
28x24x2.5 cm Olgiilerindeki kutu 6n ve arka karsilikli iki alandan, total tek doz 10Gy
olacak sekilde hesaplama yapildi. Tray faktorii de dikkate alinarak i1sinlama siiresi
hesaplandi. Sicanlara herhangi bir anestezik madde verilmeden, 5’erli gruplar halinde
total viicut 1s1nlanma yapildi (Sekil 3.1). Isinlama sirasinda siganlarin nefes almalarina
izin vermek ve sabit SSD (kaynak cilt mesafesi), saglamak i¢in kutunun iist ve alt
kismina yogunlugu bilinen delikli tray yerlestirildi.

Melatonin hayvan basma 10 mg/kg olacak sekilde uygulandi. Hayvanlarin agirliklari
tartilarak her bir hayvan i¢in verilecek melatonin miktar1 hesaplandi. Melatonin %3
etanol igerisinde c¢ozdiiriilerek son hacim serum fizyolojik ile tamamlandi. Son
uygulamadan 24 saat sonra si¢anlarin agirliklar: tartildi ve ketamine hydrochloride (60
mg/kg 1.p) ve %2 xylazine hydrochloride (10 mg/kg i.p) ile anestezi altinda sakrifiye
edilerek kan ve doku oOrnekleri alindi. Karaciger dokularimin bir kismi %10’luk
formaldehite alinirken, bir kismi da biyokimyasal analizler ve comet assay igin
aliminyum folyo igerisine paketlenerek -80°C’ye kaldirildi. Alinan kan numunelerinden
ise serumlar elde edilerek Aspartat Amino Transferaz (AST), Alanin Amino Transferaz

(ALT), Alkalin fosfataz (ALP) ve Direk bilirubin (DB) ve Total bilirubin (TB) calisildi.



Sekil 3. 1. A) Sicanlar radyasyon uygulamasi i¢in hazirlanan 6zel kutu igerisine
yerlestirildi. B) Radyasyon uygulamasi yapildi.

3.4. Histolojik Analizler

Histolojik incelemeler i¢in %10’luk formaldehit soliisyonuna alinan karaciger doku
ornekleri 48 saat tespit edildi. Tespit edilen karaciger doku ornekleri akan musluk
suyunda yikandiktan sonra artan dereceli alkol serilerinden gecirildi ve ksilen ile
seffaflandirildiktan sonra parafine gomiilerek bloklandi. Yapilan islemler Tablo 3.2° de
ayrintili olarak verilmistir.

Parafin bloklardan alinan 5-6 um’lik kesitler polilizin kaph lamlara yayildi. Hazirlanan
lamlar standart histolojik yontemler kullanilarak ksilen ile parafini uzaklastirildi ve
dereceli alkol serilerinden gegirilip dehidrate edildi. Genel histolojik yapiy1 gérmek
amaciyla kesitler Hematoksilen&Eozin (H&E) (Tablo 3.3) ile bag dokusu bilesenlerini
gostermek icin Masson Trikrom (MT) (Tablo 3.4) ve hepatositlerdeki glikoprotein
icerigini degerlendirebilmek i¢in ise Periyodik Asit Schiff (PAS) (Tablo 3.5)
boyamalar1 yapildi. H&E, MT ve PAS ile boyanan kesitler Olympus BX51isik

mikroskobunda incelendi.



Tablo 3.2. Isik Mikroskobu Doku Hazirlama Teknigi

Sira  Yapilan islem Siire Sira  Yapilan islem Siire
1 Musluk suyu 2 saat 7 Absolii Alkol 3-5dk
2 %50 Alkol 10 dk 8 Absolii Alkol 1 dk
3 %70 Alkol 10 dk 9 Ksilen 1 dk
4 %380 Alkol 10 dk 10 Ksilen 1 dk
5 %96 Alkol 5dk 11 Ksilen 1 dk
6 Absolii Alkol 5dk 12 Eriyik parafin (60 °C) 1 dk
Tablo 3.3. Hematoksilen&Eozin Boyama Teknigi
Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Eozin 3-5dk
2 Ksilen I 10 dk 15 Akarsu 1 dk
3 Ksilen II 10 dk 16 %50 Alkol 1 dk
4 Ksilen I1I 10 dk 17 %70 Alkol 1 dk
5 Absolu Alkol I 5dk 18 %80 Alkol 1 dk
6 Absolu Alkol II 5dk 19 %96 Alkol 1 dk
7 %96 Alkol 5dk 20 Absolu Alkol I 1 dk
8 %80 Alkol 5dk 21 Absolu Alkol 11 2 dk
9 %70 Alkol 5dk 22 Absolu Alkol I1I 2 dk
10 %50 Alkol 5dk 23 Ksilen I 20 dk
11 Akarsu 2 dk 24 Ksilen II 20 dk
12 Hematoksilen 5-8 dk 25 Ksilen III 20 dk
13 Akarsu 5dk 26 Kapatma




Tablo 3.4. Masson Trikrom Boyama Teknigi

Sira Yapilan islem Siire Sira Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 15 Distile su 2 dk
2 Ksilen I 10 dk 16 Fosfomolibdik Asit 5dk
3 Ksilen 11 10 dk 17 Kurutma 1 dk
4 Ksilen III 10 dk 16 Anilin Blue 5dk
5 Absolu Alkol I 5dk 17 Distile su 1 dk
6 Absolu Alkol 11 5dk 18 %1°lik Asetik Asit 1 dk
7 %96 Alkol 5dk 19 %96 Alkol 2 dk
8 %80 Alkol 5dk 20 Absolu Alkol I 3 dk
9 %70 Alkol 5dk 21 Absolu Alkol IT 3dk
10 %50 Alkol 5 dk 22 Absolu Alkol 11 3 dk
11 Akarsu 2 dk 23 Ksilen | 20 dk
12 Hematoksilen 5-8 dk 24 Ksilen II 20 dk
13 Akarsu 5dk 25 Ksilen III 20 dk
14 Asit Fuksin 20 saniye 26 Kapatma

Tablo 3.5. Periyodik Asit Schiff Boyama Teknigi
Sira  Yapilan islem Siire Sira  Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 14 Schiff soliisyonu 25 dk
2 Ksilen I 10 dk 15 Akarsu 10 dk
3 Ksilen 11 10 dk 16 Hematoksilen 5-8 dk
4 Ksilen III 10 dk 17 Akarsu 5dk
5 Absolu Alkol 1 5dk 18 Asit Alkol 1-2 saniye
6 Absolu Alkol 1T 5dk 19 Akarsu 1 dk
7 %96 Alkol 5dk 20 Absolu Alkol 1 2 dk
8 %380 Alkol 5dk 21 Absolu Alkol IT 3 dk
9 %70 Alkol 5dk 22 Absolu Alkol 11T 3 dk
10 %50 Alkol 5dk 23 Ksilen I 20 dk
11 Distile su 2 dk 24 Ksilen II 20 dk
12 Periyodik asit 7 dk 25 Ksilen IIT 20 dk
13 Distile su 2 dk 26 Kapatma




3.5. Immiinohistokimyasal Uygulama

a-SMA (1:640; 19245 Cell Signalling), NFxB (1:800; 8242 Cell Signalling), cleaved
kaspaz 3 (1:100; 9661 Cell Signaling) ve Sirtuinl (1:200; NBP1-51641 Novus) primer
antikorlarimin  immiinreaktivitelerini belirlemek amaciyla avidin-biotin-peroksidaz
yontemi ile immunohistokimya boyama metodu uygulandi (Tablo 3.6).

Parafin bloklardan polilizin kapli lamlara alinan kesitler 60°C etiivde 1 gece
bekletildikten sonra ksilen ve azalan dereceli alkol serilerinden (%100, %96, %80, %70)
gecirilerek rehidrate edildi. Distile su ile 2 dakika 2 defa yikanan kesitler antijen geri
kazanimi i¢in %10’luk sitrat tamponu ile mikrodalga firinda 600W’de 5 dakika sicak
uygulamasi sonrasi kesitler oda sicakliginda ayni tampon soliisyonu igerisinde 10 dk
sogumaya birakildi. Daha sonra fosfat tamponu (PBS) ile yikanan kesitlere endojen
peroksidaz aktivitesi engellemek i¢in %3 hidrojen peroksit (H2O2) ile 12 dakika
muamele edildi. Bu asamadan sonraki tiim basamaklarda Large Volume Detection
System (Thermo Sscientific, TP-125-HL) immunohistokimya boyama kiti kullanildi.
H>O> sonrast PBS ile 2 defa 5 dakika yikanmis kesitlere 10 dakika Ultra V block
uygulanarak antijenik alanlarin disinda kalan bolgelerin kapatilmasi saglandi. Hemen
ardindan kesitlere a-SMA, NF«B, kaspaz 3 ve Sirtuin-1 antikorlar1 uygulanarak 1 gece
+4°C’de bekletildikten sonra 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Negatif kontrol
olarak, primer antikor yerine PBS kullanildi. Yikama isleminden sonra kesitler biotinli-
sekonder antikor ile 10 dakika inkiibe edildi ve ardindan yikama islemi tekrarlandi.
Daha sonra streptavidin peroksidaz ile 10 dakika muamele edilen kesitler yikanarak
immiinreaktiviteleri goriiniir hale getirmek igin 3,3'-diaminobenzidine (DAB) 6zelligi
gosteren kitteki peroksidaz substrat ile 1-5 dakika muamele edildikten sonra 5 dakika
distile su ile yikandi. Gill hematoksilen ile zit boyanan kesitler birka¢ kez distile su ile
yikand1. Son olarak artan alkol serileri (%70, %80, %96, %100) ile suyu uzaklastirilarak
ksilenden gecirilen kesitler kapatma soliisyonu (Entellan®, Merck) ile kapatilarak
Olympus BX51 mikroskobu altinda incelendi. Tiim deney gruplarina ait karaciger
dokulardan alman kesitlerde o-SMA, NFkB ve Sirtuin-1 immiinreaktivite
yogunluklarin1 hesaplamak i¢in her denekten x40’ de 10 farkli alan kullanildi. Image J

software programi kullanilarak degerlendirilen bu antikorlarin immunoreaktivite



yogunlugu hesaplanarak sonuglar kaydedildi. Kaspaz-3 uygulanan preparatlarda ise
Kaspaz-3 pozitif hiicre sayilar1 X40 biiyiitmede rastgele se¢ilen 10 farkli alandan olacak

sekilde sayildi. Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildi.

Tablo 3. 6. Immiinohistokimya Boyama Metodu

Sira  Yapilan islem Siire Sira  Yapilan islem Siire
1 Etiiv (60 °C) 2 saat 18 Sekonder Antikor 10 dk
2 Ksilen I 10 dk 19 PBS 3x5 dk
3 Ksilen II 10 dk 20 Streptavidin Horse 10 dk
Radish Peroksidaz
4 Ksilen I1I 10 dk 21 PBS 3x5 dk
5 Absolu Alkol I 5dk 22 DAB kromojen 5 dk
6 Absolu Alkol 1T 5 dk 23 Distile su 2x3 dk
7 %96 Alkol 5dk 24 Hematoksilen 1 dk
8 %80 Alkol 5dk 25 Musluk Suyu 2 dk
9 %70 Alkol 5dk 26 Distile su 5dk
10 Distile su 2x3 dk 27 %70 Alkol 2 dk
11 %10 Sitrat Buffer 10 dk 28 %80 Alkol 2 dk
12 PBS 3x5 dk 29 %96 Alkol 2 dk
13 %3 H202 12 dk 30 Absolu Alkol 1 2 dk
14 PBS 3x5 dk 31 Absolu Alkol IT 2 dk
15 Ultra V block 5dk 32 Ksilen I 5dk
16 Primer Antikor Bir gece 33 Ksilen II 5 dk
17 PBS 3x5 dk 34 Kapatma

3.6. Biyokimyasal Analizler
Deney sonunda sicanlardan alinan kan ornekleri 5000 devirde 10 dakika santrifiij
edilerek AST, ALT, ALP, DB ve TB degerleri calisiimak iizere Erciyes Universitesi Tip

Fakiiltesi Merkez laboratuvarina teslim edildi.

3.6.1. Karaciger Doku Homojenatlarimin Hazirlanmasi
Biyokimyasal analizler i¢in alinan biyopsi materyallerinden, her bir hayvandan 1 g

agirhginda karaciger doku ornegi tartilarak idrar kaplarina konuldu. Karacigerin kanlt



bir doku olmasi sebebiyle soguk serum fizyolojik ile yikand1 ve dokunun etrafindaki
fazla su kurutma kagidi ile uzaklastirildi. Bu asamadan itibaren yapilan tiim islemler
buz izolasyonu altinda gercgeklestirildi. Falkon tiiplere alinan karaciger dokular1 fosfat
tamponu (pH 7.4) eklenerek homojenizatdr ile homojenize edildi. Doku homojenatlari
+4°C’de 15000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen siipernatantlar
ependorf tiiplere aktarilarak -80 °C’de saklandu.

3.6.2. ELISA Yontemi

ELISA y&ntemi ile Tablo 3.7° de belirtilen kitler firmanin énerdigi protokollere uygun
olarak ¢aligildi. -80 °C’ den ¢ikarilan slipernatantlarin buz {izerinde erimeleri saglandi.
Standartlar kit protokoliine gore hazirlanarak standart kuyucuklarina 50 pl standart,
ornek kuyucuklarinin her birine 40 pl 6rnek yiiklendi. Standart kuyucuklarin digindaki
tim kuyucuklara 10 pl antibody eklendi. Ardindan tiim kuyucuklara 50 pl HRP
pipetlenerek 1 saat 37 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde plate yikama
soliisyonu ile otomatik yikama cihazinda 5 kez yikandi. Biitiin kuyucuklara 50 pl
kromojen A ve 50 pl kromojen B eklenerek karanlikta 10 dakika 37 °C’de bekletildi. 10
dakika sonra tiim kuyucuklara 50 pl stop soliisyonu eklendi ve mikroplate okuyucu ile

450 nm’de okutuldu.

Tablo 3. 7. Calismada kullanilan ELISA kitleri ve katalog numaralari

P T
- Sunredbio marka 201-11-5104
- Sunredbio marka 201-11-0169
- Sunredbio marka 201-11-5106
- Sunredbio marka 201-11-0157
- Sunredbio marka 201-11-0765
- Sunredbio marka 201-11-0779
- Sunredbio marka 201-11-0692
- Sunredbio marka 201-11-1449



3.7. Comet Yontemi

Hiicre seviyesinde DNA hasar1 tespitinde kullanilan Tek Hiicre Jel Elektroforezi veya
DNA comet assay basit, hizli ve hassas bir floresan mikroskobik yontemdir. Bu
calismada dokudaki DNA hasar1 nétral sartlarda Tek Hiicre Jel Elektroforez yontemi ile
degerlendirildi.

Lamlar distile su ile hazirlanmis 9%0,5’lik normal erime noktali agarozla kaplandi ve
oda sicakliginda kurumaya birakildi. -80 °C’ den ¢ikarilan karaciger doku orneklerinin
her birinden yaklasik 2 g olacak sekilde parcalar cam petri igerisine alindi ve bistiiri
yardimiyla par¢alanmaya calisildi. Parcalanan dokularin iizerine 10 ml soguk PBS (Ca*?
ve Mg*? free) eklendi ve 10 dakika 500 rpm’de manyetik karistiricida karistirilarak
homojenat elde edildi. Homojenatlar deney tiiplerine aktarilarak 10 dakika bekletildi ve
stipernatant elde edildi. Bu arada PBS ile %0,8’lik diisiik erime noktali agar kaynatildi
ve sicakligi 37 °C’ye kadar sogutuldu. Daha sonra 1000 pl diisiik erime noktali agar ile
100 pl stipernatant ependorf igerisinde karistildi ve daha once agar ile kaplanmis
lamlarin {izerine lamel yardimiyla yayilarak 4 °C’ deki buz akiileri {izerinde donmast
saglandi. Lamlarin iizerindeki lameller kaldirildi1 ve 4 °C’ deki taze hazirlanmis lyzis
cozeltisinde (TBE, 25 g SDS) 7 dakika bekletildi. Yatay elektroforez tanki taze
hazirlanmis elektroforez tamponu (TBE: 54 g Tris, 27.5 g borik asit, 20 ml EDTA, pH
8.4) ile doldurularak lamlar tanka dizildi ve DNA sarmalinin agilmasi i¢in 20 dakika
tamponda bekletildi. Daha sonra 64V-250 mA’de 2 dakika elektroforez yapildi.
Elektroforez asamasindan sonra lamlar 5 dakika distile su ile yikanarak iyonlarin ve
deterjanlarin uzaklastirilmasi saglandi. Lamlar etidium bromide (1pg/ml) ile boyanarak

lamel ile kapatildu.



3.7.1. DNA hasarmin degerlendirilmesi

Karaciger dokusundaki DNA hasarin1 belirlemek i¢in Olympus BX51 floresan
mikroskobu ile her bir lamdan x40 biiyiitmede alinan fotograflar kullanildi. Comet
Assay Software Project programi (CASP 1.2.2, Windows 2010) ile alinan
fotograflardan her bir hayvan basina rastgele 100 hiicre olacak sekilde olgilimler
yapilarak kaydedildi. CASP programi ile bas uzunlugu (length head), kuyruk uzunlugu
(length tail), comet uzunlugu (length comet), basda DNA (head DNA), kuyrukta DNA
(tail DNA), kuyruk momenti (tail moment) ve olive tail moment (OTM) parametreleri
analiz edildi.

3.8. Istatistiksel Analiz

Verilerin analizi i¢in Prism™ yazilim siiriimii 8.0'1 (GraphPad Inc., San Diego, CA)
kullanildi. Image J yazilimi kullanilarak elde edilen immiinohistokimya sonuglari,
biyokimya sonuglari, ELISA sonuglar1 ve CASP programi kullanilarak elde edilen
Comet assay verileri i¢in degerlendirilmeler yapildi. Ham wveriler, gruplara gore
ortalamalar1 + SEM (ortalamanin standart hatasi) ve Median (quarter 1-quarter 3) olarak
sunulmustur. 1ki grubun birden ¢ok grupta karsilastirilmasi, Bonferroni analizi ile tek
yonli  ANOVA kullanilarak  gerceklestirilmistir. Ikiden fazla grup arasinda
karsilastirmalar i¢in Kruskal wallis testleri kullanildi. Coklu karsilastirmalar i¢in Dunn

testi uyguland. Istatistiksel analiz, p <0.05 ise anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR
4.1. Total Viicut Agirhiklar:

Calisma basinda ve bitiminde sicanlarin agirliklarinin degerlendirilmesi sonucunda,
radyasyon verilen gruplardaki sicanlarin ilk agirliklari ile son agirliklar: arasinda fark
olmasina ragmen goriilen bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 Tablo 4.1°

de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Deney gruplarina ait ratlarin total viicut agirliklarinin istatistiksel analizi

270 270.5 277 282 298.5 292.5
(266- (261.8- (246.8- (275.5- (261.3- (288-
276.3) 279) 280.3) 288.5) 306.3) 297.8)

275.5 (. 269.5 262 (04 5. 268.5
ero-2sy GO osases @rs-2m G @s1-216)

4.2. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubuna ait karaciger parankimasiin fonksiyonel hiicreleri olan hepatositler,
vena sentralis etrafinda hiicre sinirlar1 diizgiin, belirgin koyu niikleuslar: olan hiicreler
olarak belirgindi. Bu hiicreler kordonlar1 olusturacak sekilde diizenlenmis olup, hiicre
kordonlar1 arasinda karaciger siniizoidleri diizenli bir sekilde yerlesmisti. S grubu ve M
grubu karaciger dokular1 da histolojik acidan kontrol grubu ile benzerlik
gostermekteydi. Radyasyon uygulanan deney gruplarina ait karaciger kesitleri, kontrol

ve sadece melatonin uygulanan deney gruplan ile karsilastirildiginda, karaciger normal



histolojik yapisinin bozuldugu, vaskiiler siniizoidal hemoraji ve sinuzoidal hemoraji
goriildii. Ayrica, radyasyon uygulanan sicanlara ait R grubu karaciger dokularinda
hepatoseliiler nekroz, hepatositlerde vakuolizasyon ve vena centralisten 1sinsal tarzda
uzanan siniizoidlerde dilatasyonun belirgin oldugu dikkati ¢ekti. R ile M’nin birlikte
uygulandigi gruplara ait sican karaciger drneklerinde ise, R grubuna gére RM grubuna
ait karaciger histolojik yapisinin korundugu gozlendi. Benzer sekilde, MR grubunda da
azalmis patolojik degisimler dikkati ¢ekerken, bu degisimin R ve RM gruplarina gore
daha 1yi oldugu hatta kontrole yakin oldugu tespit edildi (Sekil 4.1).

Bag dokusunun genel goriiniimiinii ve kollajen liflerinin birikimini belirlemek i¢in MT
boyama metodu kullanildi. MT boyama yapilmigs kontrol grubuna ait karaciger
kesitlerinde vena centralis ve komsulugundaki damarlarin duvarinda yerlesim gosteren
tek sira, ince kollagen lifler normal dagilim gostermekteydi. Sadece radyasyon
uygulanan hasar grubuna ait karaciger Ornekleri diger tiim deney gruplarn ile
karsilastirildiginda stromada artmis kollajen lif dagilimi dikkati ¢ekti. Bu bag dokusu
artis1 Ozellikle vena sentralislerin etrafinda ve ¢ogunlukla portal alanlarin bulundugu
bolgelerde goriildii. R ile M’in birlikte uygulandig1 gruplarda, portal alan etrafindaki
kollajen lifler yalniz R uygulanan gruba gore belirgin diizeyde azalmist1 (Sekil 4.1).

Hepatositlerin glikojen igeriklerini belirlemek i¢in PAS boyama metodu kullanildi. PAS
boyama yapilmis K, S ve M gruplarina ait hepatositlerin kuvvetli PAS+ reaksiyon
gosterdigi goriildii. K grubuna ait karaciger kesitlerin lobiiliin hem merkezinde, hem de
periferinde yer alan hepatositler yogun glikojen depolari icermekteydi. R grubu ise K
grubuna ait preparatlarla karsilagtirilldiginda hepatositlerdeki PAS+ boyanma
yogunlugunun azaldig: dikkati ¢ekti. Bu gruptaki hepatositlerin glikojen icerigindeki bu
azalmanin santral vende daha az iken, periferde daha yogun oldugu gozlendi. R ile M’in
birlikte uygulandig1 tedavi gruplarinda, hepatositlerdeki glikojen igerigi K grubundaki
kadar olamasa da, yalniz R uygulanan gruba gore bir artis oldugu belirlendi (Sekil 4.1).



Sekil 4.1. Tiim deney gruplarina ait H&E, MT, PAS ile boyanmis karaciger doku
kesitlerinin x40 biiylitmedeki goriintiileri.



4.3. Immiinohistokimyasal Bulgular

Tim deney gruplarina ait karaciger dokusunda apoptotik hiicre 6liimii i¢in 6nemli bir
molekiil olarak gorev yapan kaspaz-3 ile apoptotik hiicre sayisinin belirlenmesi
amaglandi. Bu dogrultuda kaspaz-3 primer antikoru ile boyanan apoptotik hiicreler
goriintiilenerek kaspaz-3 pozitif apoptotik hiicreler sayildi. Elde edilen verilerin
degerlendirilmesi sonucunda R grubunda diger tiim gruplara gore kaspaz-3 pozitif
apoptotik hiicre sayisinin istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi belirlendi
(p<0.001). Ayrica, tiim deney gruplarinda kaspaz-3 pozitif apoptotik hiicrelerin 6zellikle
vena centralis etrafinda yerlesim gostermesi dikkat ¢cekmekteydi (Sekil 4.2) (Tablo 4.2).
SIRT1 giiglii bir antioksidan ve anti-inflamatuar olmasinin yani sira inflamatuar
yanitlart inhibe etmek i¢in NFxB aktivasyonunun baskilamasindan da sorumludur.
SIRT1 primer antikoruyla boyanan karaciger kesitlerinde, SIRT1 immiinreaktivitesi
hepatositlerin hem niikleus hem de sitoplazmasinda goriilmekteydi. Sekil 4.2'de
gosterildigi gibi, SIRT1 immiinreaktivite yogunlugu M, R ve RM gruplarinda kontrol
grubuna gore artmisti, ancak bu artisin sadece R ve MR grubu ile anlamli oldugu
belirlendi (p<0.05). Ayrica, MR grubu SIRT1 immiinreaktivite yogunlugunun K grubu
disindaki tiim gruplarla istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir azalis gosterdigi tespit
edildi (p<0.05) (Sekil 4.2) (Tablo 4.2).

a-SMA immiinreaktivite yogunlugu, R grubunda diger tiim diger deney gruplarina gore
artmasimna ragmen bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi.
Immunoreaktivite yogunlugu bakimindan kontrol grubuna en yakin ekspresyon gdsteren

grup M grubu idi (p<0.05) (Sekil 4.2) (Tablo 4.2).



NFKB P65

Sekil 4.2. Tiim deney gruplarina ait karaciger dokusunda kaspaz 3, NFxB-p65, SIRT-1,
a-SMA ifadelerinin x40 biiylitmede immiinohistokimyasal yontemle gosterilmisir.



Tablo 4.2. Tiim deney gruplarina ait kaspaz-3 pozitif apoptotik hiicre sayisi, SIRT1 ve
a-SMA immiinreaktivite yogunluklarinin istatistiksel analizi

0(0-1.75¢  1(0-2) 0(0-2¢  4(3-6) 1 (0-3) 0 (0-2)*
- 88.07 89.52 92.18 93.81 92.18 85.32
(83.06- (83.66- (85.49- (88.56- (88.29- (82.82-
92.51) 95.7) 97.84) 9934 94.5]) 88.10)°
112.1 111.2 112.4 116.4 112.2 1149
(101.1- (101- (102.7- (107.9- O681- 1033 135
119.9) 123.7) 121.8) 134.6) 124.4) : '

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni1 satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi
benzerligi, farkli harfler gruplar arasi farklilig ifade etmektedir.

NFkB immiin, inflamatuar ve anti-apoptotik yanitlara gore sitokinlerin ekspresyonunu
diizenleyebilen niikleer bir transkripsiyon faktoriidiir (Gilmore, 2006). NFkB alt iinitesi
olan p65 aktivitesi pro-inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenebilmekte ve
aktivasyonu halinde hepatik hiicre rejenerasyonunda bozulmaya neden olmaktadir.
NF«kB-p65 primer antikoruyla boyanan karaciger kesitlerinde, immiin boyanmasi esas
olarak hepatosit sitoplazmasinda gozlendi (Sekil 4.2). Sonuglarimiza gore, NFxB-p65
immiinoreaktivite yogunlugu, K grubuna gore radyasyon uygulanan tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmisti (p<0.001). Ayrica R grubu ile RM grubu
disindaki tiim deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik vardi

(p<0.001) (Tablo 4.3).



Tablo 4.3. Tiim deney gruplarina ait NFkB-p65 immiinreaktivite yogunluklarinin
istatistiksel analizi

80.46+ 80.34+ 87.82+ 91.29+ 92.54+ 79.46+
5.464* 4.876% 6.09° 6.731¢ 7.855¢ 5.9414

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi
benzerligi, farkli harfler gruplar aras: farklilig ifade etmektedir.

4.4. Biyokimyasal Bulgular
4.4.1. Hepatik Enzimler

Kan serumu biyokimyasal parametreleri degerlendirildiginde, AF miktar1 radyasyon
uygulanan gruplarda énemli 6l¢iide azaldi, ancak bu azalma melatonin ile tedavi edilen
gruplarda artma egilimindeydi. Elde edilen verilerden radyasyon uygulanan gruplar ile
diger gruplar arasinda anlamli bir fark oldugu sonucuna varildi. ALT seviyeleri R
grubunda tiim deney gruplarina goére anlamli bir artis gosterdi (p<0.05). Bu verilere
paralel olacak sekilde AST diizeyinin de R grubunda artmis oldugu ve bu artisin RM
grubu disindaki diger gruplarla istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi belirlendi
(p<0.01) (Tablo 4.4). DB ve TB seviyeleri R grubunda diger gruplara gore daha
yiiksekti, fakat sadece R ve M gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi

(p<0.05).



Tablo 4. 4. Tiim deney gruplarina ait serum ALP, AST, ALT, DB ve TB degerleri

227.5+ 230.8+ 177+ 75.44+ 94.29+ 138.3+
39¢ 26.11* 21.07* 33.22° 11.15% 37.86°
66.17+ 70.17+ 63.33+ 141+ 100.5+ 88.67+
18.95° 18.712 9.91* 28.12° 22.86* 21.44*
119.5+ 110.5+ 118.7+ 222.6+ 167.9+ 129.7+
29.74* 30.85% 32.85% 54.78° 51.96% 26.86*
0.018+ 0.028+ 0.015+ 0.034+ 0.035+ 0.028+
0.0098% 0.007%® 0.0054* 0.015° 0.0137%  0.0121%®
0.045+ 0.046+ 0.035+ 0.064=+ 0.040+ 0.048+
0.015%® 0.0233% 0.008* 0.016° 0.0209% 0.016%

Veriler ortalama+tstandart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni1 satirda yer alan ayni harfler gruplar arasi
benzerligi, farkli harfler gruplar arasi farklilig: ifade etmektedir.

4.4.2. MDA Sonugclari
ELISA metodu kullanilarak deney hayvanlarindan alman karaciger dokularinda MDA
degerleri belirlendi ve orneklerin konsantrasyonlart MDA standart egrisi kullanilarak

hesaplandi (Sekil 4.3).

$ =0.04163599
r=0.99941281
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Sekil 4.3. Malondialdehit (MDA) Tayini Standart Curve Egrisi

Tiim deney gruplarina ait hepatik MDA diizeyleri degerlendirildiginde, K ve S gruplar
en diisik MDA diizeyine sahip iken R ve RM gruplar1 en yiiksek MDA diizeyine
sahipti. Sadece R verilen grubun K (p<0.01) ve S (p<0.05) gruplarina gore istatistiksel
olarak anlamli farlilik gosterdigi tespit edildi (p<0.05). Ayrica MR grubundaki MDA
diizeyi, R (p<0.05) grubuna gbre anlamli olarak daha diisiiktii (p<0.05) (Tablo 4.5).



4.4.3. SOD Sonuclan

ELISA metodu kullanilarak, deney hayvanlarindan alinan karaciger dokularinda SOD
degerleri belirlendi ve Orneklerin konsantrasyonlart SOD standart egrisi kullanilarak
hesaplandi (Sekil 4.4).

Karaciger dokularinda ELISA metodu ile elde edilen verilere gére SOD diizeyleri, R
grubunda diger gruplara gore artis gostermekteydi, ancak bu artis sadece K (p<0.01)
grubu ile istatistiksel olarak anlamli bir farka sahipti. MR grubu SOD diizeyleri ise S
(p<0.05), M (p<0.01), R (p<0.01) ve RM (p<0.01) gruplan ile istatistiksel olarak
anlaml farklilik gosterdi (Tablo 4.5).

S =0.04475025
r=0.99923926

absorbans

I B e e L B e B L S s
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SOD konsnatrasyonu ng/ml
Sekil 4.4. Siiperoksit dismutaz (SOD) Tayini Standart Curve Egrisi
4.4.4. CAT Sonuclan

ELISA metodu ile deney hayvanlarindan alinan karaciger dokularinda CAT degerleri
belirlendi ve orneklerin konsantrasyonlar1 CAT standart egrisi kullanilarak hesaplandi
(Sekil 4.5).

CAT diizeyleri degerlendirildiginde, radyasyon uygulanan gruplarda CAT diizeylerinin
azaldi8i, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi. MR grubu
K (p<0.05), S (p<0.01) ve M (p<0.01) gruplar1 ile istatistiksel olarak anlamli farkliliga
sahipti (Tablo 4.5).



$ =0.03508392
r=0.99949797
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Sekil 4.5. Katalaz Tayini (CAT) Tayini Standart Curve Egrisi

4.4.5. TNF-a Sonuclar
Deney hayvanlarindan alinan karaciger dokularinda TNF-o degerleri belirlendi ve
orneklerin konsantrasyonlart TNF-a standart egrisi kullanilarak hesaplandi (Sekil 4.6).
Deney gruplarindan alinan 6rnekler TNF-a diizeyleri acisindan degerlendirildiginde, R
grubunun en yliksek TNF-a diizeyine sahip oldugu K (p<0.01), S (p<0.01), M (p<0.01)
ve radyasyon verilen deney gruplart olan RM (p<0.01) ve MR (p<0.01) ile istatistiksel
olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edildi (p<0.05) (Tablo 4.5).

$=0.01208707
r=0.99991500
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o
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Sekil 4.6. TNF-a Tayini Standart Curve Egrisi



4.4.6. TGF-p Sonuc¢lan
ELISA metodu kullanilarak, deney hayvanlarindan alinan karaciger dokularinda TGF-B
degerleri belirlendi ve orneklerin konsantrasyonlart TGF-B standart egrisi kullanilarak
hesaplandi (Sekil 4.7).
Karaciger dokularinda ELISA metodu ile elde edilen verilere gére TGF-B diizeyleri, R
(p<0.01) ve RM (p<0.05) gruplar1 en yiliksek TGF-B diizeyine sahip olup, kontrol grubu
ile kiyaslandiginda her iki grupta istatistiksel olarak anlamli artis gosterdigi

goriilmekteydi. (Tablo 4.5).

$=0.03233781
r=0.99901974
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Sekil 4.7. Transforme edici biiyiime faktor beta (TGF-B) Tayini Standart Curve Egrisi

4.4.7. GSH-PX Sonuclan
ELISA metodu ile deney hayvanlarindan alinan karaciger dokularinda GSH-PX
degerleri belirlendi. Orneklerin konsantrasyonlart GSH-PX standart egrisi kullanilarak
hesaplandi (Sekil 4.8).
Hepatik GSH-PX diizeyleri degerlendirildiginde, R grubu GSH-PX degeri diger tiim
deney gruplarina gore daha diisiik olmasina ragmen gruplar arasinda istatistiksel

anlamlilik bulunmamaktaydi (Tablo 4.5).
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Sekil 4.8. Glutatyon peroksidaz (GSH-PX) Tayini Standart Curve Egrisi

4.4.8. PDGF Sonuc¢lar
PDGF degerleri, deney hayvanlarindan alinan karaciger dokularinda ELISA metodu ile
belirlendi ve PDGF standart egrisi kullanilarak 6rneklerin konsantrasyonlar1 hesaplandi
(Sekil 4.9).
ELISA metodu ile karaciger dokularinda PDGF diizeylerine gore, R grubu diger deney
gruplart ile karsilastirildiginda en diisiik PDGF degerine sahip oldugu fakat bu diisiisiin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi (Tablo 4.5).

$=0.01770059
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Sekil 4.9. Trombosit kokenli biiylime faktorii (PDGF) Tayini Standart Curve Egrisi



4.4.9. PGC1-0 Sonuclar
Deney hayvanlarindan alinan karaciger dokularinda PGC1-a degerleri ELISA metodu
kullanilarak belirlendi. PGC1-a standart egrisi kullanilarak 6rneklerin konsantrasyonlari
hesaplandi (Sekil 4.10).
Hepatik PGCl1-a diizeyleri degerlendirildiginde, tiim deney gruplari i¢inde R grubu en
diisiik PGC1-a seviyesine sahip olmasina ragmen gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark yoktu (Tablo 4.5).

§=0.01722103
r=0.99986347
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Sekil 4.10. Peroksizom Proliferator Aktivatér Reseptér Koaktivator 1-alfa (PGCl-a)
Tayini Standart Curve Egrisi
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Tablo 4.5. Tiim deney gruplarina ait GSH, SOD, CAT, MDA, TNF-a, TGF-3, PDGF,
PGC-1a degerlerinin istatistiksel analizi

- 7.14 + 7.36 + 7.87 £ 8.67 + 8.26+ 7.2+
0.46° 0.78 0.55% 0.72° 0.972 0.83%
- 6.74 + 752+ 774 + 8.51 + 7.48+ 5.95+
1.012 0.68% 0.64% 0.75" 1.14% 0.65%

- 2657+ 3044+ 27.71 + 24.11 + 22 4+ 17.98+
3.15% 2.69% 5.3340 5.49% 3 464 3.2b

- 88.47+  87.84+ 87.14 + 107.3 + 87.13+ 88.42+
6.12° 3.63 11.712 7.468 11.10? 7.73¢

- 151 + 168.8 + 168.6 + 204 + 191.1% 172.1%
31.28° 21.64% 22.62% 12.73 22.69% 17.93%

- 16.05 + 14.44 + 15.32+ 11.99 + 13.42+ 14.93+
4.12 2.78 3.061 3.253 4.29 3.87

0.97 + 1.061 + 0.95 + 0.88+ 0.9+

- 0.12 0.068 T 0.16 0.15
137+ 130+ 1.302 + 1281+ 1.318+

- 0.19 0.16 0.19 1252 010 0.20 0.18

Veriler ortalama+standart sapma olarak ifade edilmistir. Ayni satirda yer alan ayn1 harfler gruplar arast
benzerligi, farkli harfler gruplar arasi farklilig: ifade etmektedir

4.5. DNA Hasar Tayini (Comet Assay)

Caligmamizda radyasyonun neden oldugu hasara melatoninin DNA diizeyinde katkisi
belirlendi. Comet Assay, tek hiicreli jel elektroforez yontemi kullanilarak yiiksek alkali
kosullar altinda gerceklestirildi. Tiim deney gruplarinin Comet assay parametreleri
Tablo 1'de gosterilmigtir. Comet Assay parametreleri degerlendirildiginde, 6zellikle R
grubunda Head DNA digindaki bu parametreler artis gostermistir. Head DNA degerleri,
R (p<0.001) ve MR (p<0.001) gruplarinda tiim deney gruplarina gore onemli Olciide
azald1 (Tablo 4.5). Head DNA degerlerinin aksine, Tail DNA degerleri, K ve S
gruplarma gore R (p<0.001) ve MR (p<0.001) gruplarinda 6nemli 6l¢iide artmigtir. RM
grubu Head DNA ve Tail DNA degerleri, M (p<0.01) ve R (p<0.001) gruplan ile
anlamlh farklilik gosterdi. Radyasyona maruz kalan gruplarda L comet degerleri K
(p<0.001), S (p<0.001) ve M (p<0.001) gruplarina gore 6nemli bir artis gosterdi. MR
grubunda L comet degeri de M (p<0.01) grubuna goére anlaml olarak artti. L Head

degerlerinin radyasyona maruz kalan gruplar olan R, RM ve MR gruplarinda K



(p<0.01) grubuna gore anlamli artig gosterdigi belirlendi. M grubu L Head degerleri de
K grubuna benzer sekilde artis gostermis olup istatistiksel olarak R (p<0.05), RM
(p<0.001) ve MR (p<0.01) gruplar1 ile anlamlilig1 mevcuttu (Tablo 4.5). OTM ve L Tail
degerleri birbirleriyle benzerlik gostermekteydi. Her iki parametre i¢in de R ve RM
gruplarindaki artisin K (p<0.001), S (p<0.001) ve M (p<0.001) gruplar ile istatistiksel
olarak anlaml tespit edildi. Ayrica bu parametrelerin, pre and post melatonin tedavisi
alan gruplarda R (p<0.001) grubu ile kiyaslandiginda anlamli derecede azalis sergiledigi
tespit edildi. Radyasyona maruz kalan gruplarda TM degerlerinin K (p<0.001) ve S
(p<0.001) gruplarina gére anlaml artis gosterdigi anlasildi. Ozellikle R (p<0.001) grubu
TM degerleri diger deney gruplarindan anlamli derecede yiiksekti.

Tablo 4. 6. Tiim deney gruplarina ait Comet assay parametrelerinin istatistiksel analizi
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R

Sekil 4.11. Comet yontemi ile tiim deney gruplarina ait karaciger dokusu hiicreleri x20
biiylitmede gosterilmisir.



5. TARTISMA

Radyoterapi, ameliyattan sonra en etkili kanser tedavisi olarak kabul edilir, ancak
normal doku ve organlarda, ozellikle sindirim sistemi epitelinde ve hematopoietik
dokuda hasara neden olabilir (Schaue ve McBride, 2015). Bilim adamlar1 son birkag
yildir, radyoterapinin erken ve ge¢ etkilerini azaltmak ve ayrica tiimoriin radyasyon
tedavisine yanitin1 artirmak i¢in stratejiler gelistirmeye calismaktadirlar. Bu amaglardan
herhangi biri, yan etkilerin azalmasina ve kanser hastalarinin hayatta kalma oraninin
artmasina neden olarak, terapotik orani iyilestirmeye yardimei olabilmektedir (Liauw ve
ark., 2013). Radyokoruyucularin ve radyosensitizorlerin kullanimi, normal dokulardaki
yan etkileri hafifletmek ve tiimor direncini azaltmak i¢in iki ilging stratejidir (Allison ve
Dicker, 2014). Literatiirde yapilan deneysel caligsmalarda cesitli tipte radyoprotektorler
ve radyosensitizorlerin test edilmis ve halen test edilmektedir (Narmani ve ark., 2018;
Bagheri, ve ark., 2018). Mevcut ¢alismada, radyasyonun yol actig1 hasara karst endojen
olarak {retilen bir molekiil olan melatoninin radyasyon oOncesinde ve sonrasinda
uygulanmasi1 durumundaki olas1 koruyucu etkilerini arastirdik.

Radyasyon, enerjinin dalgalar veya parcaciklar seklinde iletimi veya emisyonu olarak
tanimlanmaktadir. Radyasyon yiiksek oranda reaktif serbest radikalleri olusturarak
protein modifikasyonlarina, DNA, RNA ve hiicre zarlarin hasarina neden olmaktadir
(Citrin ve Mitchell, 2017). Radyasyondan sonraki molekiiler olaylar karmagik olup
yaslanma (Panganiban ve ark., 2013), oksidatif stres (Wei ve ark., 2019), inflamasyon,
hasarli hiicrelerin tiikkenmesi ve fibrozis (Wang ve ark., 2020) dahil olmak {izere ¢esitli

biyolojik siiregleri (Citrin ve Mitchell, 2017) kapsamaktadir. Radyoterapinin karaciger,



kemik iligi gibi hayati organlarda olusturdugu bu zararh etkiler tiimorleri baskilamak
icin uygulanan radyasyon dozunu kisitlamaktadir (Sossey-Alaoui ve ark., 2018).
Karacigerin homeostazi korumak icin sayisiz islevi vardir. Radyasyondan sonra,

karaciger yaglanmasi gibi karaciger hastaliklar1 indiiklenir (Rim ve Yoon, 2018).

Yapilan bir caligmada sadece radyasyon verilen hayvanlarin, viicut agirligindaki azalma
radyasyon dozuna bagli olarak ilk iki hafta arasinda gézlendigini belirmistir. Kilo kaybi,
diyare ile sivi ve elektrolit kaybina ve gastrointestinal sistemdeki absorbsiyon
kapasitesinin azalmasina dayandirilabilmektedir (Krishna ve Kumar, 2005). Diger baz1
calismalarda da radyasyon gruplarina ait deney hayvanlarinda kontrol grubuna gore
belirgin kilo kayb1 meydana geldigi gosterilmistir (Mihandoost ve ark., 2014; Li ve ark.,
2021). Mevcut ¢alismada, ilk olarak galigmaya baslamadan 6nce ve deneyin bitiminde
sicanlarin agirliklart hesaplanarak kaydedildi ve gruplar arasinda karsilastirmalar
yapildi. Buna gore, literatiirle uyumlu sekilde radyasyon verilen gruplarda sican
agirhiklarinin diger gruplara gore azaldigini, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak

anlamli olmadigini gosterdik.

Arastirmalarda kullanilan tedavi metodlarinin, radyasyon dozunun tek veya fraksiyonlu
1s1nlama halinde uygulanmasi, bagka kimyasallarla birlikte verilen radyasyon, kullanilan
fare\sican tiirli ve cinsiyetlerinin farklilik gostermesi sebebiyle radyasyonla indiiklenen
karaciger hasari hayvan modelleri heniiz olusturulmamistir. Calismalardaki bu
tanimlanmamis tedavi yontemleri, degisken sonuglara neden olmakta ve mekanizmanin
anlagilmasin1 zorlastirmaktadir. Yapilan bir calismada, 8 Gy tek doz abdominal
radyasyona maruziyetten 36 saat sonra 1sinlanmis karaciger dokularinda siddetli
sinlizoidal hemoraji, santral ven dilatasyonu, hepatositlerde vakuolizasyon ve Kupffer
hiicrelerinde artis gozlenmistir (Ozyurt ve ark., 2014). Baska bir calismada, 25 Gy'lik
tek doz radyasyon uygulanan karaciger dokusunda, 1sinlamadan 24 ve 48 saat sonra
hepatoseliiler hasar ve steatohepatitis izlenmistir (Christiansen ve ark., 2006). 30 Gy
hepatik 1s1nlamaya maruziyetinin 1sinlamadan 6 ay sonra radyasyona bagli karaciger
fibrozu tespit edilmistir (Du ve ark., 2010). Calismalar radyasyon dozunun karacigerin

etkilenme derecesini gostermektedir. Kiimiilatif doz 10Gy ile isinlanan siganlarda,



saglam lobiiler karaciger mimarisi ve ince plaka halinde diizenlenmis hepatositler,
genislemis siniizoidler, artmis cift c¢ekirdekli hepatositler goriilmekteydi. Yine ayni
calismada tek doz 8 Gy ile 1sinlanan siganlarda hafif bozulmus lobiiler hepatik mimari,
orta derecede hepatosit dejenerasyonu, ¢ift g¢ekirdekli hepatositler, portal kanalda
hemoraji ve fibrozis gosterdi (Mahgoub ve ark., 2020). Toplamda 12 Gy radyasyona
maruz kalan si¢anlarda, maruziyetten 36 saat sonra hepatik hiicre 6demi ve inflamasyon
yani sira, hepatositlerde belirgin vakuoler dejenerasyon gorilmiistiir (Li ve ark., 2021).
Baska bir ¢alismada 6 Gy radyasyona maruz kalan farelere radyasyon uygulamasindan
once tek doz 30 mg/kg melatonin verilmistir. Calismanin histopatolojik bulgularina gore
Radyasyon ve melatoninin birlikte kullaniminin radyasyonun hepatotoksisitesini
azaltarak radyasyonun zararl etkilerine kars1 koruma sagladigini belirtilmistir (Uslu ve
ark., 2019). Bizde calisjmamizda K grubu karaciger dokularinin normal histolojik
yapisini korudugunu, R grubunda ise bu normal karaciger mimarisinin bozuldugunu,
vaskiiler siniizoidal hemoraji ve siniizoidal dilatasyon bulgularini gosterdik. Radyasyon
uygulanan biitin R grubuna ait karaciger dokularinda hepatoseliiler nekroz,
hepatositlerde vakuolizasyon ve siniizoidlerde dilatasyonun diger tiim deney gruplarina
gore fazla oldugu belirlendi. R ile M’nin birlikte uygulandigi gruplara ait sican
karaciger Orneklerinde ise, R grubuna gore RM grubunun histolojik yapisinin
korundugu gozlendi. Benzer sekilde, MR grubu histopatolojik degisikliklerindeki
azalmanin RM grubuna gore daha belirgin oldugu goriildii. Calismamizdan elde edilen
histopatolojik bulgulara gore, melatoninin radyasyon hasar1t olusmadan oOnce
uygulanmasinin hasar sonrast uygulanmasina gore, daha belirgin bir koruyucu etki
gosterdigini sOyleyebiliriz. Benzer sonuclar MT ve PAS ile boyanmis preparatlarda da
mevcuttu. Radyasyonun neden oldugu fibrozis ve hepatositlerdeki glikojen

depolarindaki kayip RM grubuna gére, MR grubunda daha belirgin sekilde diizelmisti.

Melatonin, giiclii antioksidan yetenegi nedeniyle giiclii bir radyasyon koruyucu etkiye
sahiptir (Farhood ve ark., 2019). Farkli deneysel c¢aligmalarda c¢esitli fizyolojik ve
farmakolojik konsantrasyonlarda ve genis bir doz arali§ina sahip olan melatoninin ¢ok
diisiik toksisiteye sahip oldugunu gostermistir (Vijayalaxmi ve ark., 2004). Melatoninin

serbest radikalleri temizleme mekanizmasi, diger antioksidanlarin ¢ogundan farkli



goriinmektedir ¢linkii melatonin, redoks sistemini uyarmadan ROS ile etkilesir; ayrica
melatonin, serbest radikalleri, temelde diger molekiillerle reaksiyona girmeyen kararli
tirtinlere dondistiiriir (Najafi ve ark., 2019). Melatoninin viral hepatit, obstriiktif kolestaz,
hepatektomi, septik sok, iskemi reperflizyon, ilaca bagli karaciger hasart ve
radyasyonun da dahil oldugu ve ¢esitli karaciger hasari modellerinde gosterilmistir.
Bizim calismamizdan da elde edilen histopatolojik verilere gore, radyasyonun neden

oldugu karaciger hasaria karsi melatoninin koruyucu etkilerini desteklemekteydi.

Radyasyon karacigerde akut veya kronik hasara neden olabilir. Radyasyonun erken
etkileri arasinda DNA hasari, oksidatif stres ve hepatoseliiler apoptoza yol agan reaktif
oksijen tiirlerinin {iretimi ve 1smmlanmis bolgelerde akut inflamatuar yanitlar yer alir
(Robbins ve Zhao, 2004). Inflamasyonla ilgili yolaklardaki degisiklikler, 1s1nlamadan
sonra c¢esitli karaciger hastaliklarina yol acabilmesine sebep olabileceginden dolay1
kesinlikle 6nemlidir. NFxB dahil olmak iizere inflamasyonla iliskili yolaklar, steatoz ve
karaciger karsinogenezi arasinda goriinmektedir. Ek olarak, inflamasyonun, obezite
veya alkol aliminin neden oldugu yag metabolizmasindaki degisikliklerle modiile edilen
karacigerdeki radyasyon etkileriyle de iliskili olmas1 muhtemeldir. Ornegin, NFxB tibbi
tedavi i¢in bir hedef olabilir. Bununla birlikte, karacigerdeki NFxB islevleri diger
organlardaki islevlerden farkli olabilir (Muriel, 2009). Ancak NFxB'nin baskilanmasi
radyasyonla kombinasyon halinde hepatoselliiler karsinom hiicrelerine karsi etkili
olmasma ragmen, karacigerdeki NFxB yolaklarinin modiilasyonu cok dikkatli bir
sekilde ele alinmalidir (Hsu ve ark., 2015). NFxB inflamasyon yanitlarinda anahtar rol
oynayan inflamatuar sitokinlerin ana regiilatoriidir (Shih ve ark., 2015). p65,
hepatositlerdeki ana sitoprotektif NFxB alt birimidir (Grossmann, 1999). NFxB-p65
immiinoreaktivite yogunlugu K grubuna goére radyasyon uygulanan tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmisti. R grubu ile RM grubu arasinda ve S grubu

ile MR grubu arasinda benzerlik oldugu belirlenmistir.

Radyasyon; apoptoz, mitotik katastotrof, nekroz, otofaji ve yaslanma gibi farkl
mekanizmalar yoluyla hiicre Oliimiinti tetiklemektedir (Manda ve ark., 2012).

Hepatositler, radyasyonun neden oldugu oksidatif stres, ROS {iretimi ve DNA hasari



gibi erken etkilerine yanit olarak apoptoza ugrayabilmektedirler (Guicciardi ve ark.,
2013). Radyasyon gibi sitotoksik strese maruziyet sonrasinda hasarli hiicrelerin kendi
hiicresel bilesenlerini yok ettigi apoptozisde rol alan anahtar enzimler kaspazlardir
(Taylor ve ark., 2008). Kaspaz-3, hiicrenin apoptotik yolaga girigi i¢in dnemli bir
belirte¢ olup kromatin yogunlagsmasindan ve DNA fragmentasyonundan sorumludur
(Nicholson ve ark., 1995). Radyasyona maruziyet sonrasi kaspaz-3'iin aktivasyonu,
apoptotik yol ile hiicre oliimiinii indiikkler (Marini ve ark., 2009). Calismamizda
immiinohistokimyasal olarak degerlendirdigimiz kaspaz-3 pozitif apoptotik hiicre sayisi
R grubunda diger tiim gruplara gore anlamli olarak artmist1 ve diger gruplar arasinda
farklilik yoktu. Radyasyon Oncesinde ve sonrasinda melatonin uygulamasinin etkili

oldugu ancak RM ve MR gruplar arasinda farklilik olmadigi sonucuna varilmistir.

Radyasyon ile indiiklenen ¢ift zincir kirilmalarindan dolay1 iyonize radyasyonun primer
hedefi olarak kabul edilen DNA, mutasyon ve hiicre 6liimiine neden olabilecek en
onemli hasar tiliriidiir (Srinivasan ve ark., 2008). Comet yontemi Ozellikle zincir
kirilmalarini ve hiicre diizeyinde onariminit 6lgmek ic¢in kullanilmaktadir (Collins,
2004). Tiim viicut 1sinlanmis farelerin kemik iligi ve dalak gibi dokularinda tek ve ¢ift
zincir kirilmalarinin olusumu gibi radyasyonla indiiklenen hasarlarin oldugu comet
parametrelerinin  arttigi  gosterilmistir (Nair ve Nair, 2013). Calismamizda
uyguladigimiz yontemlerden biri olan bu yontem sonuglarina goére, R grubunda head
DNA disindaki tiim Comet parametrelerinin artig gosterdigi, RM ve MR gruplarinda ise
bu artisin goriilmedigi dikkat cekmekteydi. M grubu ile MR grubu arasinda head DNA,
L-Tail, Tail DNA, OTM ve TM parametreleri agisindan benzerlik oldugu sonucuna
vartlmistir. Bu sonuglar, tiim viicut igimnlamanin R grubunda Comet parametrelerini
degistirerek DNA hasar1 olusmasina neden olurken, melatoninin DNA'nin oksidatif
hasara duyarliligimi azalttigimi ve DNA'y1 iyonize radyasyonun zararli etkilerinden
korudugunu ve dolayisiyla radyasyona bagli genomik hasar hakaretlerini 6nlemek i¢in

yararli olabilecegini diislindiirmektedir.



Calismamizda ayrica, NAD+ bagimli bir protein deasetilaz olan sessiz bilgi diizenleyici
1 SIRT1 ve a-SMA molekiillerinin immiinreaktiviteleri de degerlendirilmistir. SIRT1
deasetilasyon yoluyla anahtar hedefleri modiile ederek inflamasyon, apoptoz ve
metabolizma dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik siire¢lerde yer almistir (Imai ve ark.,
2000). SIRT1, histonlarin ve peroksizom proliferatorii ile aktive olan reseptdr gama,
koaktivator 1 alfa (PGC-1a) gibi transkripsiyon aktivitelerinde yer alan birgok histon
olmayan proteini deasetilate eder (Lagouge ve ark., 2006). SIRT1, antioksidan ve anti-
inflamatuar etkilerini ise FOXO ve NF«B ile reaksiyonu sonucu gostermektedir (Zhu ve
ark., 2019). Bu molekiil Wnt ve Notch gibi sinyal yolaklarinda bulunan protein
substratlart ile etkilesime girmektedir. Bunun sonucunda hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi,
yaslanmasi, apoptoz ve metabolizmada Onemli bir diizenleyici rol oynamakta ve
viicudun fizyolojik fonksiyonlarinin ¢ogunun diizenlenmesine katilmaktadir (Chang ve
Guarente, 2014). Daha da 6nemlisi SIRT1, PGC-1a ile fiziksel olarak etkilesimi sonucu
olarak PGC-la aktivitesini arttirir, mitokondriyal genlerin transkripsiyonunu
diizenleyerek ve mitokondriyal biyogenezi tetiklemekte ve mitokondriyal fonksiyonlari
diizenlemektedir (Sanz ve ark., 2019). Son zamanlarda, SIRT1 ekspresyonu ve
aktivitesindeki degisiklikler, hepatik iskemi/reperfiizyon hasar1 ve hepatik lipid
homeostazi dahil olmak {iizere ¢esitli insan karaciger hastaliklariyla iligskilendirilmistir
(Wang ve ark.,, 2010; Rickenbacher ve ark., 2014). Calismamizda, SIRTI
immiinoreaktivite yogunluklart M, R ve RM grubunda artis gdstermistir. Ayrica, bu

artisin goriildiigl gruplar ile MR grubu arasinda anlamli farklilik oldugu belirlenmistir.

Hipoksik kosullar altinda SIRT1 ekspresyonu artar ve buna mitokondriyal uzama eslik
eder, bu da SIRT1'in bu morfolojik degisikligi diizenledigini diisiindiirmektedir (Oanh
ve ark., 2017). Oksidatif stres ve mitokondriyal dinamikler, kas hiicrelerinde SIRT1
aktivasyonu ile iligkili olabilir ve oksidatif stresi sinirlayabilir (Chang, 2019). SIRTI,
inflamatuar yanitlar1 ve oksidatif stresi sinirlayarak asetaminofen hepatotoksisitesine
kars1 koruma saglar (Rada ve ark., 2017). Benzer sekilde, SIRT1 mRNA ve protein
seviyelerinin alkolik yagli karacigerinde normal farelere goére onemli Ol¢iide diisiik
oldugunu ve yaban mersini suyu ve probiyotiklerin SIRT1 eksikliginin mitokondriyal

koruma ve anti-oksidatif stres {lizerindeki etkinligini 6nemli Olclide sinirladigini



belirtmiglerdir, bu da yaban mersini suyunun ve probiyotiklerin SIRT1 yoluyla
mitokondriyal fonksiyonu ve oksidatif stresi azalttifi sonucuna varmislardir (Fan ve

ark., 2021).

Transkripsiyonel koaktivator PGC-la, SIRT1 ig¢in deasetillenmis bir substrattir ve
mitokondriyal biyosentez ve bakimda kritik bir rol oynar (Qian ve ark., 2019; Lee ve
ark., 2019). Mitokondriden zengin dokularda bol miktarda bulunan PGC-1la proteini,
molekiiler agirligr yaklasik 92 kDa olan 795 amino asitten olusur (Benton ve ark.,
2008). PGC-1a, ¢oklu molekiiler yollarin modifiye edilmesinde rol oynar ve cesitli
kosullar altinda mitokondriyal fonksiyonun ve enerji metabolizmasinin stabilitesini
korur. SIRT1, PGC-lo mitokondriyal biyosentezin aktive edilmesi, alkoliin neden
oldugu karaciger hasarini sinirlayabilir (Wang ve ark., 2018) ve PGC-1a'nin bozulmasi,
kronik asir1 alkol tiikketiminin neden oldugu hepatosteatozdan sorumludur (Varatharajalu
ve ark., 2014). Alkolik yagh karaciger hastaliginda hepatosit mitokondrisinin
reglilasyonu i¢in PGC-la’nin SIRT1 aktivasyonunun gerekli oldugunu gostermistir

(Fan ve ark., 2021).

Literatlirde radyasyonun biyokimyasal parametreler iizerine etkilerinin arastirildigt bir
caligmada tiim viicut 6 Gy radyasyona maruz kalan farelerin AST ve ALT diizeylerinin
artmis oldugu belirtilmistir (Wang ve ark., 2013). Bagska bir calismada ise tek doz 8 Gy
radyasyon uygulanmasindan 30 giin sonra serum AST ve ALT diizeylerinde anlamli bir
artis oldugu gosterilmistir (Mahgoub ve ark., 2020). Calismamizdaki kan serumu
biyokimyasal parametrelerinden olan ALP radyasyon uygulanan gruplarda onemli
Olciide azalirken, melatonin ile tedavi edilen gruplarda artma egilimi gostermistir. ALP
diizeyi R grubu ile RM ve MR gruplar1 arasinda anlaml farklilik bulunurken, RM ve
MR gruplart arasinda fark bulunamamistir. R grubu ALT diizeyleri diger tiim deney
gruplarina gore anlamli bir artis gostermistir. AST diizeyi, ALT seviyelerindeki
sonuglara benzer sekilde R grubunda artarken, bu artisin RM grubu disindaki diger
gruplarla anlamli farkliliga sahip oldugu belirlenmistir. R grubu direkt bilirubin ve

toplam bilirubin seviyeleri diger gruplara gore daha yiiksek olup sadece R ve M gruplari



arasinda anlamlilik tespit edilmistir. Yapilan g¢alismalardaki sonuglarla elde edilen
sonuglar uyumluluk igersindeydi. Biyokimyasal sonug¢larimiza goére R grubu ile
radyasyon Oncesinde ve sonrasinda melatonin uygulanan gruplar arasinda anlamli
farklilik varken, RM ve MR grubu arasinda farklilik bulunamadig: tespit edilmistir.
Radyasyon ile birlikte melatonin uygulanmasinin karaciger serum hasari

biyobelirteglerinde iyilesmeye neden oldugu anlasilmistir.

Melatoninin dolayli etkisi, GSH, GPX, SOD, GR ve CAT dahil olmak {izere
antioksidan savunmayi1 uyarmasidir. Cesitli c¢alismalar melatoninin glutatyon
peroksidazin aktivitesini artirabildigini ve glutatyon sentezini artirabildigini géstermistir
(Mihandoost ve ark., 2014). Melatonin ayrica NFxB'nin ¢ekirdege translokasyonunu
engelleyebilir, boylece NFxB'nin aracilik ettigi sinyal yolunu inhibe edebilir ve
radyasyondan sonra ROS tarafindan indiiklenen oksidatif stresi azaltmak igin
biitiinliglinii korur (Najafi ve ark., 2017). Taysi ve ark (2003) yapmis olduklar
calismada sicanlara tek doz 6 Gy radyasyon uygulamasindan 30 dakika once 5 ve 10
mg/kg melatonin uygulanmistir. Calisma sonucunda melatonin siiperoksit dismutaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz ve katalaz gibi endojen antioksidan savunma
kapasitesini gelistiren enzimlerin aktivitelerinin degismesine neden oldugu ve iyonize
radyasyon hasarina karsi korumada veya oksidatif strese karst bir antioksidan olarak
kullanilabilecegini belirtmektedirler. Shirazi ve ark (2013) tiim viicut tek doz 10 Gy
radyasyon uygulamasindan once tek doz ve radyasyon uygulamasindan sonra 3 giin
olacak sekilde melatonin enjeksiyonu yapilmistir. Bu ¢alismada melatonin MDA, SOD,
CAT ve GSH-PX diizeylerini degistirerek karaciger fonksiyonlarmmi korudugu ve
sicanlarin radyasyon hasarindan oksidatif stresini azalttig1 bulunmustur. ELISA metodu
ile elde edilen verilere gore, karaciger dokularinda MDA diizeyi, R grubunda K ve S
grubuna gore anlamli olarak artmakta iken, MR grubunda R grubuna goére anlaml
olarak azalmakta oldugu belirlendi. SOD diizeyleri, R grubunda diger gruplara gore
artmakta olup bu artig sadece K grubu ile anlamli bir farka sahipti. MR grubu SOD
diizeyleri K grubu disindaki tiim gruplarla istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdi.
CAT diizeylerinin radyasyon uygulanan gruplarda azaldigi ve MR grubunun K, S ve M
gruplar ile anlaml farkliliga sahip oldugu belirlendi. TNF-a diizeyi en yiiksek olan R



grubunun tim deney gruplar ile anlamhi farklilik gosterdigi tespit edildi. R ve RM
grubu TGF-B diizeyleri, K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis gdsterdi.
Hepatik GSH-PX, PDGF ve PGCl-a degerlerinin ise R grubunda diger deney
gruplarma gore, en diisiik degerlere sahip oldugu fakat bu diisiisiin istatistiksel olarak

anlamli olmadig1 belirlendi.

Biz c¢alismamizda radyasyon kaynakli karaciger hasarina karsi melatoninin koruyucu
mu yoksa tedavi edici mi etkiye sahip oldugunu belirlemek icin histokimyasal,
immunohistokimyasal, biyokimyasal ve comet metodlarint kullandik. Caligmadan elde
edilen veriler, radyasyonun neden oldugu karaciger hasarina karsi melatoninin hem
koruyucu hem de tedavi edici etkilere sahip oldugunu desteklemektedir. Ancak 6zellikle
histokimyasal ve comet bulgular1 melatoninin hasar dncesinde uygulanmasinin, hasar
olustuktan sonra verilmesine nazaran daha etkili oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar
melatoninin radyasyona bagli doku hasar1 olusmadan 6nce kullaniminin radyoterapi

oncesinde umut verici bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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