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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Okse Otu (Viscum album L.) Ekstraktinin Karaciger Dokusunda Iyonize Radyasyon
Maruziyetinde Radyoprotektif Etkilerinin Incelenmesi

Hakan VATANSEV
Tibbi Biyokimya Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2022

Iyonize radyasyon (IR)’un iyonizasyon ile dogrudan, serbest radikaller araciligiyla ise dolayl
olarak hem kanserli hiicrelerde hem de komsu normal hiicrelerde hasara sebep oldugu bilinmektedir.
Bu hasar1 6nlemeye veya azaltmaya yonelik olarak, ¢calismamizda badem agaglari iizerinden toplanan
Okse otlarindan elde edilen ekstraktin tek basina veya N-asetilsistein (NAS) ile kombine edilerek
kullanildiginda radyoterapi (RT) alan kanser hastalarinda olusabilecek oksidatif hasarin azaltilmasi
basta olmak iizere, yan etkilerin 6nlenmesinde veya azaltilmasinda takviye edici bir bitkisel {iriin
olarak kullanilip kullanilamayacagini deneysel hayvan modeli ile ortaya koymay1 amagladik.

Bu kapsamda Nisan-Haziran 2019 déneminde sehir merkezi disindaki Konya ili ve ¢evre
ilgelerinde yayilig gosteren dogal agag¢ topluluklari arasindaki ahlat, sogiit, badem agaclart lizerinden
toplanan 6kse otlar1 kullanilarak elde edilen etanolik ekstraktlarin ilk agamada toplam fenolik madde
(TFM), toplam antioksidan kapasite (TAK) ve antioksidan aktivite (AA) analizleri yapilmistir. Bu
analiz sonuglarma gore 6ne ¢ikan okse otu (VA) tiirii olarak belirlenen badem 6kse otu (500 mg/kg,
i.g.), RT uygulanan deney gruplarinda tek basina veya NAS (275 mg/kg/48 saat, i.p.) ile kombine
edilerek 14 giin siireyle uygulanmistir. Uygulama sonunda kan ve karaciger doku Ornekleri
toplanmistir. Serum ve doku drneklerinde biyokimyasal analizler, histopatolojik degerlendirmeler ve
immiinohistokimyasal ¢aligsmalar yapilmistir.

Calisma gruplar1 arasinda serum O&rneklerinde, total oksidan kapasite (TOK) diizeyleri
bakimindan anlamli bir farklilik (p=0,046) tespit edilmistir. Diger parametreler; alanin
aminotransferaz (ALT), aspartat aminotransferaz (AST), total antioksidan kapasite (TAK), oksidatif
stres indeks (OSI)’leri ve sitokeratin-18 (M-30) bakimindan ise ¢aligma gruplar1 arasinda anlamli bir
fark (swrastyla p=0,705; p=0,235; p=0,066; p=0,087; p=0,165) bulunamamistir. Kontrol grubuna
kiyasla RT uygulanan gruplarda, 8-hidroksi-2-deoksiguanozin (8-OHdG) diizeylerinin azaldig: tespit
edilmistir (p=0,001). Diger parametreler (TAK, TOK, OSI, Bax ve Bcl-2) agisindan ise caligma
gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik (sirasiyla p=0,105; p=0,298; p=0,111; p=0,069; p=0,469;
p=0,186) bulunamamistir. Calisma gruplar1 arasinda karaciger doku oOrneklerinde kaspaz-3 ile
boyanan apopitotik hiicre sayilari, Dapi ile isaretlenen canli hiicre sayilar1 ve apopitotik hiicre indeks
(API)’leri bakimindan anlaml bir farklilik (sirasiyla p=0,353; p=0,075; p=0,144) bulunamamustir. RT
ile indiiklenen karaciger hasarina karsi badem 6kse otu (BVA) ekstrakti uygulanan ¢alisma grubunda,
karaciger doku kesitlerinde portal alanda inflamasyon, santral ven ve siniizoidal kapillerde
genislemeler varliginda hepatosit biitiinliigiiniin ve radyal mimarinin RT grubuna kiyasla daha iyi
korundugu, sinirlarinin daha net oldugu izlenmistir. Ayrica bu grupta, RT+NAS grubundaki kadar
yogun olmasa da, proliferatif alanlar dikkati ¢ekmistir. RT+NAS gubunda ise, kesit alanina giren
portal vende ve devamindaki dagitici dalinda konjesyon alanlar1 ve periportal lokalizasyonlu hafif
inflamasyon gozlenirken, belirgin reaktif hiicre proliferasyonu dikkati gdzlenmistir.

Elde edilen c¢alisma sonuglarimiza goére, BVA’nun radyoprotektif —etkinligi
dogrulanamamistir. Daha uzun deneysel ¢alisma siireleriyle planlanacak kapsamli ¢aligmalarla
BVA’nun radyoprotektif etkinliginin daha net bir sekilde ortaya konabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Apopitoz; iyonize radyasyon; karaciger hasari; oksidatif stres; okse otu.
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It is known that ionizing radiation (IR) directly causes damage to both cancerous cells and
neighboring normal cells through ionization and indirectly via free radicals. In order to prevent or
reduce this damage, in our study, when the extract obtained from mistletoe collected from almond
trees was used alone or in combination with N-acetylcysteine (NAS), it was aimed to reduce the
oxidative damage that may occur in cancer patients receiving radiotherapy (RT), to prevent or prevent
side effects. We aimed to demonstrate with an experimental animal model whether it can be used as a
supplemental herbal product in reducing.

In this context, in the first stage, the total phenolic substance (TFM), total antioxidant
capacity (TAS) and antioxidant activity (AA) analyzes of the ethanolic extracts obtained by using
mistletoe collected from the pewpea, willow and almond trees among the natural tree communities
spreading in the province of Konya and its surrounding districts outside the city center during the
April-June 2019 period were performed. Almond mistletoe (500 mg/kg, i.g.), which was determined
as the prominent mistletoe (VA) species according to the results of this analysis, alone or in
combination with NAS (275 mg/kg/48 hours, i.p.) in the RT-treated experimental groups, continued
for 14 days. applied for a period of time. At the end of the application, blood and liver tissue samples
were collected. Biochemical analyzes, histopathological evaluations and immunohistochemical studies
were performed on serum and tissue samples.

There was a significant difference (p=0.046) between study groups in terms of total oxidant
capacity (TOS) levels in serum samples. There was no significant difference between study groups in
terms of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), total antioxidant capacity
(TAS), oxidative stress indices (OSI) and cytokerain-18 (M-30) (p=0.705, respectively; p=0.235;
p=0.066; p=0.087; p=0.165) could not be found between other parameters. It was determined that 8-
hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) levels were decreased in RT groups compared to the control
group (p=0.001). No significant difference was found between the study groups in terms of other
parameters (TAS, TOS, OSI, Bax, and Bcl-2) (respectively p=0.105; p=0.298; p=0.111; p=0.069;
p=0.469; p=0.186). There was no significant difference between study groups in terms of apoptotic
cell counts stained with caspase-3, viable cell counts marked with Dapi, and apoptotic cell indices
(API) in liver tissue samples (p=0.353; p=0.075; p=0.144, respectively). In the study group, in which
almond mistletoe (AVA) extract was applied against RT-induced liver damage, hepatocyte integrity
and radial architecture were better preserved and the borders were clearer in the presence of
inflammation in the portal area in the liver tissue sections, enlargement of the central vein and
sinusoidal capillaries, compared to the RT group. In addition, proliferative areas were noted in this
group, although not as intense as in the RT+NAS group. In the RT+NAS group, congestion areas and
mild inflammation with periportal localization were observed in the portal vein entering the cross-
sectional area and its distribution branch, while significant reactive cell proliferation was observed.

According to our study results, the radioprotective efficacy of AVA could not be confirmed.
It is thought that the radioprotective activity of AVA can be revealed more clearly with
comprehensive studies to be planned with longer experimental study times.

Key Words: Apoptosis; ionizing radiation; liver damage; mistletoe; oxidative stress.



1. GIRIS

Kanser, diinya genelinde tiim O6lim nedenlerinin dortte birini olusturan,
Ozellikle 85 yasin altindaki Dbireyler igin baglica 6liim nedeni olarak, kalp
hastaliklarin1 geride birakan 6nemli bir halk saglig1 sorunudur (Siegel ve ark 2012).
Kanser, yaslanan bir popiilasyonda artan bir endise kaynagi olmasinin yaninda,
tedavisine yonelik uygulanmasi gereken tibbi yontemler itibariyle, 0Ozellikle
gelismekte olan iilkelerde giderek daha fazla onem kazanmistir (Thariat ve ark
2013). Gilnlimiizde kanser tedavisinde kullanilan ana terapétik yaklasimlar, tek
basina veya gesitli kombinasyonlar halinde uygulanan cerrahi miidahale, kemoterapi
(KT) ve radyoterapi (RT)’dir. Cerrahi miidahale ve RT, birincil metastazsiz solid
timorlerin tedavisinde baglica yontemlerdir. Ancak cerrahi miidahaleye uygun
olmayan komorbiditesi olan hastalarda, derin yerlesimli ve vaskiiler tutulumu olan
timorlerde RT’ye kombine KT de uygulanmaktadir (Haume ve ark 2016). RT,
kanser tedavisinde 6nemli bir yere sahip olup, kanser hastalarinin yaklasik %50'sinin
tedavisinde faydali sonucglar vermistir. RT, tipik olarak yiiksek enerjili gama (Y)
1sinlarinin, X-1ginlariin (fotonlar) veya iyonlarin isinlanmasi ile uygulanan ve doza
bagli olarak kanser hiicrelerinde enerji birikimine dayanan bir tedavi yontemidir. Bu
enerji birikimi Kanser hiicrelerinin beslenmelerinin bozulmasina, DNA hasarina
olugmasina, bolinme ve proliferasyonlarinin engellenmesi ve sonucunda 6lmelerine

neden olmaktadir (Hainfeld ve ark 2008, Delaney ve Barton 2015).

Iyonize radyasyon (IR)’un iyonizasyon ile dogrudan, serbest radikaller
araciligiyla ise dolayli olarak hem kanserli hiicrelerde hem de komsu normal
hiicrelerde hasara sebep oldugu bilinmektedir. Bu hasar1 6nlemeye veya azaltmaya
yarayan maddelerle uygulanan bir destegin, radyasyonun hem kanserli hiicrelere
yanitint artirtp, hem de normal hiicreler iizerine toksik etkisini azaltarak, tedavi
diizeyini artirabilecegi diisiiniilmektedir. Giiniimiize kadar IR uygulamalarina yénelik
cesitli modern teknikler gelistirilmistir. Gelisen tekniklere ragmen, tedavi sirasinda
ve sonrasinda saglikli dokularin da hasar gérmesi sonucunda meydana gelen bazi yan
etkiler ve komplikasyonlar tedaviyi smirlamistir (Smith ve DeCosse 1986). Bu
nedenle genetik materyalle etkilesim sonucu meydana gelen mutasyonlar araciligi ile
hasarlar daha sonraki kusaklarda ciddi tehlikeler olusturabileceginden, antitiimoral
etkinligi degistirmeksizin saglikli dokular1 radyasyon hasarindan koruyacak yeni

biyolojik ve kimyasal yaklagimlarin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Prasad
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ve ark 2002). RT’nin saglikli dokulardaki hasar verici etkisini azaltmak igin
radyoprotektor (radyokoruyucu) adi verilen kimyasal ajanlar kullanilmaktadir.
Radyokoruyucularin ortak 6zelligi, IR nedeniyle olusan serbest radikallerin saglikli
hiicrelere olan toksik etkilerini azaltmalaridir. Bunun yaninda radyasyonun kanser
hiicreleri iizerindeki tahrip edici etkisinin azalmamasi istenir. Yapilan bilimsel
aragtirmalar kanser tedavisinde RT’nin hastalar iizerinde ciddi yan etkiler
olusturdugunu, 6zellikle uygulama sonrasi serbest radikaller aracilig1 ile ortaya ¢ikan
oksidatif hasarin hedeflenen tedavi basarisin1 diistirdiigiinii géstermistir (Sert ve MS

1996).

Serbest radikallerin olusturdugu oksidatif hasari giderebilmek igin birgok
calismada kullanilan bitkilerden biri olan 6kse otu (VA-Viscum album L.), sagak
koklerinin yardimiyla igne yaprakli (¢am, koknar ve ladin vb.), meyve (kiraz, elma,
kayisi, erik, ahlat, badem vb.), kis mevsiminde yapraklarini doken (so6giit, kestane,
mese, kavak, kizilaga¢ vb) agaclarin veya galilarin {izerinde yetisen yar1 parazit bir
bitkidir (Baytop 1984, Yesilada ve ark 1998). VA’ndan elde edilen ekstraktlar,
tamamlayici kanser terapisinin en sik kullanilan formu olup, uzun zamandir kanser
tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ekstraktlar baslica Almanya, Avusturya ve
Isvigre’deki cesitli firmalar tarafindan tiim diinyaya pazarlanmakta ve ozellikle
Avrupa’da standart KT veya RT ile birlikte adjuvan tedavi protokollerinde siklikla
kullanilmaktadir. Bu ticari iiriinler pek ¢ok arastirmaya konu olmus ve sahip
olduklar1  polifenolik  bilesenleri  sayesinde antioksidan, antiinflamatuar,
antimikrobiyal ve antikanser etkiye sahip olduklar1 yapilan bilimsel ¢aligmalar ile
ortaya konmustur. Uriiniin hazirlanma sekli, bitki materyalinin toplanma zaman1 ve
bitkinin {izerinde yasadig1 konak¢1 agac tiiriine gore bu iirlinlerin kimyasal i¢eriginin
farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ayrica bu ekstraktlarin kanser hastalarinin tedavi
stirecinde KT ve RT’den kaynakli ortaya ¢ikan yan etkileri azalttig1 ve immiin sistem
tizerinde diizenleyici role sahip oldugu yapilan in vitro ve in vivo birgok ¢alismayla
gosterilmistir (Narimanov ve ark 1992, Kuttan ve Kuttan 1993, Mockel ve ark 1997,
Sakalli Cetin ve Ozcelik 2007, Murthuza ve ark 2016).

Karaciger (KC) enerji metabolizmasi, detoksifikasyon, safra iiretimi ve
protein sentezi gibi pek ¢ok biyokimyasal siiregte onemli islevleri olan bir organdir.
KC alt torasik ve abdominal tiimorlere karsi siklikla uygulanan RT sirasinda

tesadiifen 1sinlanir (Pan ve ark 2010). KC diger organlarla karsilastirildiginda, rolatif
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olarak radyasyona kars1 daha duyarli bir organdir ve radyasyon maruziyetinden sonra
bu organin metabolik fonksiyonlarinda onemli derecede degisiklikler olusmaktadir

(Barshishat-Kupper ve ark 2014).

Tez calismamizin hipotezi; farkli VA tiirlerine ait ekstraktlarin toplam fenolik
madde, toplam antioksidan kapasite ve antioksidan aktivite analizleri yapilarak, 6ne
¢ikan VA tiiriine ait ekstraktin tek basina veya N-asetilsistein (NAS) ile kombine
edilerek kullanildiginda RT alan kanser hastalarinda olusabilecek oksidatif hasarin
azaltilmas1 basta olmak iizere, yan etkilerin Onlenmesinde veya azaltilmasinda,
hastalarin yasam kalitesinin iyilestirilmesinde takviye edici bir bitkisel iiriin olarak

kullanilip kullanilamayacagin1 deneysel hayvan modeli ile ortaya koymaktir.

Bu kapsamda Nisan-Haziran 2019 déneminde sehir merkezi disindaki Konya
ili ve cevre ilgelerinde yayilis gosteren dogal agac topluluklari arasindaki ahlat,
sOgiit, badem agaclari iizerinden toplanan VA bitkilerinden elde edilen ekstraktlarin
ilk asamada ayr1 ayri toplam fenolik madde (TFM), toplam antioksidan kapasite
(TAK) ve antioksidan aktivite (AA) analizleri yapilmistir. Bu analiz sonuglarina gore
one ¢ikan VA tiiri olarak badem (Amygdalus communis L.) dkse otu belirlenmis,
badem oOkse otu (BVA)'na ait ekstrakt sabit dozda (500 mg/kg) farkli deney
gruplarinda RT ve NAS ile kombine edilerek uygulanmistir. Uygulama sonunda KC
dokularinin histopatolojik degerlendirmeleri yapilmig, immiinohistokimyasal boyama
yontemleriyle kaspaz-3 antijen diizeyleri belirlenerek apopitotik indeksler
hesaplanmistir. KC dokularinda total protein analizi yapilarak, apopitotik protein
ekspresyon diizeyleri (Bcl-2, Bax) Western Blot yontemi ile belirlenmistir. KC doku
orneklerinde DNA hasarin1 gostermek icin, DNA izolasyonu sonucu elde edilen
niikleer ekstraktlarda 8-OHdG olgiimleri elisa yontemiyle yapilmistir. KC doku
orneklerinde; total antioksidan kapasite (TAK), total oksidan kapasite (TOK)
diizeyleri spektrofotometrik yontem ile analiz edilerek, oksidatif stres indeks
(OSiy’leri hesaplanmistir. Serum o6rneklerinde alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST), TAK, TOK, sitokeratin-18 (M30) diizeyleri
spektrofotometrik ve immiinolojik yontemler ile analiz edilerek, OSI’leri

hesaplanmustir.



1.1. Radyasyon

Radyasyon, dalgalar veya pargaciklar seklinde hareket eden ve giinliik
cevremizin bir pargasi olan enerji tiiriidiir. Insanlar kozmik isinlarmn yani sira
toprakta, suda, havada, gidalarda bulunan ve tibbi amagh kullanilan radyoaktif
maddelerden radyasyona maruz kalmaktadir. Radyasyon kaynaklar1 tipta ve
endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Canli organizmalar, radyasyonun neden
oldugu hiicresel hasardan Onemli derecede etkilenir. Tibbi amacghh uygulanan
radyasyon hem hastalikli dokulari, hem de saglikli dokular1 etkilemektedir.
Insanlarda radyasyon kaynagi, uygulanan radyasyon dozu, uygulama siiresi ve
radyasyon uygulanan bireyin genetik ve epigenetik yapisi gibi faktorlere bagl olarak,
radyasyona karst genis bir yanit araligi vardir (Reisz ve ark 2014). Radyasyon dozu
icin uluslararas1 olgli birimi olarak, J/kg kiitle seklinde tanimlanan Gray (Gy)
kullanilir. Yani radyasyon uygulanan 1 kg maddenin sogurdugu 1 J’liik radyasyon
enerjisine 1 Gy denir. Radyasyonun, iyonize olmayan ve iyonize olan radyasyon

olmak iizere 2 tiiri vardir (Khong ve ark 2013).

iyonlastirici olmayan radyasyon lyonlastirici
radyasyon
Kizlotesi brotesi
Radyoldalgalan ddlgalar = Igalar
«: > - » “—>
Algak frekans
dalgalan Mikrodalga x-1ginfan
- - - » e
gama iginlan
>
Termal olmayan dalgalar | Termal dalgalar Optik Bagkirici dalgalar
zayif akim kuvvetli akim DNA'ya zarar verir
tetikler tetikler
Statik  Elektrik AM  FMradyo Mikrodalga Solaryum Medikal amach

alan hatti radyo v finn makinas: x-iginlan

Sekil 1.1. Radyasyon tiirleri (https://www.afad.gov.tr/kbrn/radyasyon-nedir).
1.1.1. Tyonize olmayan radyasyon

Iyonize olmayan radyasyon bir giic kaynag: tarafindan iiretilen, belirli bir
dalga boyuna sahip ve uzayda elektromanyetik dalgalar seklinde hareket edebilen bir
enerji seklidir. lyonize olmayan radyasyonun bir molekiilii veya bir atomu uyarmak
i¢in ¢ok az enerjisi vardir. Iyonize olmayan radyasyon kaynaklar1 arasinda radyo

frekanslari, kizilotesi, mikrodalgalar ve diisiik enerjili elektromanyetik dalgalar yer
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alir. Bu radyasyon tiiriine kisaca ultraviyole radyasyon da denir. Uzun bir dalga
boyuna (>100 nm) ve diisik bir foton enerjisine (<12,4 eV) sahiptirler.
Elektromanyetik spektrumun 1 Hz'den 3x10'® Hz'e kadar olan kismim kapsarlar

(Bisht ve ark 2021).
1.1.2. Iyonize radyasyon

IR ¢ok kisa dalga boylarina, yiiksek yogunluga ve etkilestigi maddedeki atom
veya molekiillerden elektron koparabilecek kadar yiiksek enerjiye sahip bir
radyasyon tiiriidiir. Alfa pargaciklari, beta parcaciklari, X 1sinlari, gama i1sinlart ve
elektron 1s1nlar1 iyonlastirict radyasyonlarin en yaygin drnekleridir. Esit IR dozlar,
biyolojik hedefin kaynagma ve Ozelliklerine bagli olarak farkli etkiler ortaya
cikardigindan, esdeger dozu ifade etmek i¢in Sievert (Sv) birimi kullanilir. Bireyler
dogal kaynaklardan yilda ortalama 2.4 mSv radyasyon alirlar, ancak bu rakam
gelismis iilkelerde daha da artmaktadir. Gama isinlarmin (K-40) dogal kaynaklari
mevcut olmakla birlikte, arastirma ve tedavilerde en yaygin kullanilan gama 1sinlari,
Co-60 ve Cs-137 gibi yapay kaynaklardan elde edilmektedir. Bilgisayarli tomografi
(BT) taramalar1 da dahil olmak tizere X-isinlarindan elde edilen radyasyon ise gama
1sinlarina benzemekle birlikte, daha diisiik enerjili bir IR seklidir. X-1ginlari ile insan
viicudunda fotoelektrik etki nedeniyle, yumusak doku kadar verimli bir sekilde niifuz
edilemeyen kemikler gibi kisimlar goriintiilenebilir. BT taramasi, X-ray'den daha
kapsamli tarama imkani1 saglar, ancak hasta X-ray goriintiilemesi (0,01-0,15 mGy) ile
karsilastirildiginda daha yiiksek radyasyon dozuna (15-30 mGy) maruz kalir
(Brenner ve Hall 2007, Reisz ve ark 2014).

IR’un dogrudan ve dolayli olmak iizere farkli hiicresel etkileri vardir. DNA,
proteinler, karbonhidratlar ve lipitler gibi hiicresel bilesenler IR tarafindan dogrudan
hasar goriirken, insan viicudunda biiyiikk oranda su bulundugu goz Oniinde
bulundurularak, suyun radyolizi sonucu agiga ¢ikan serbest radikaller araciligiyla da

hiicreler dolayli hasara ugrar (Reisz ve ark 2014).
1.2. Iyonize Radyasyonun Etki Evreleri
IR’un canli sistemlerdeki baslica etkileri 3 evrede incelenir. Bunlar;

Fiziksel evre: IR un dokular olusturan atom ve molekiillerle ilk etkilesim evresidir.

Radyasyon enerjisi hedef dokuya aktarilir ve bunun sonucunda dokuyu olusturan
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atom ve molekiillerde iyonizasyon (uyarilma) meydana gelir. Iyonizasyon sonucu
meydana gelen serbest elektronlar vasitasiyla diger komsu atom ve molekiillerde de
iyonizasyon gerceklesir ve bu siire¢ bir reaksiyon zinciri ile devam eder. Zincir
reaksiyonlar ile ortaya ¢ikan triinler kararsiz olup, kisa siirede ikincil reaksiyonlara

katilirlar.

Kimyasal evre: ikincil reaksiyonlarin meydana geldigi evredir. Bu evrede son
derece reaktif olan serbest radikaller, hem kendi i¢lerinde hem de ortamdaki diger
atom ve molekiillerle reaksiyona girerler. Serbest radikal reaksiyonlari, radyasyonun

dokularca emiliminden hemen sonra ¢ok kisa bir siire igerisinde gergeklesir.

Biyolojik evre: Radyasyonun son biyolojik etkilerinin ortaya ¢iktig1 evredir. Bu evre
baz1 hasarlara neden olan enzimatik reaksiyonlarla baslar. Enzimatik reaksiyonlar
sonucunda hiicre g¢ekirdegi ve sitoplazmada morfolojik degisimler, kromatinlerde
hasar, mitoz hizinda farklilasma ve hiicreler arasi sinyalizasyonda bozulmalar
goriiliir. DNA’da onarilabilir veya onarilamaz hasarlar olusurken, onarilamayan
hasarlar nihayetinde hiicrenin &liimiine neden olur. Bunun yaninda IR genetik

bozukluklara ve kansere de neden olabilir (Hall ve Giaccia 2006).
1.3. Iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

IR’un biyolojik etkileri yapisal; kalitsal veya somatik etkiler ve maruziyet
sonrast zamana gore; erken (deterministik) veya gec (sitokastik) etkiler olmak iizere
farkli sekillerde siniflandirilabilir. Deterministik etkiler, uygulanan radyasyona bagl
ortaya ¢itkmasi muhtemel yani ongoriilebilir etkilerdir. Yanitin doza bagl oldugu ve
bir radyasyon dozu esiginin bulundugu uygulamalarda ortaya cikarlar. Bilinen
deterministik etkilere, radyasyona bagli gelisen akciger fibrozisi ve katarakt drnek
olarak verilebilir. Sitokastik etkiler ise 6ngoriillemeyen etkiler olup, bir radyasyon
dozu esiginin bulunmadigi uygulamalarda ve genellikle diisiik doz radyasyon
uygulamasina bagli kronik maruziyet sonucu ortaya ¢ikar (Elgazzar ve Kazem 2015).
IR’un biyolojik etkileri, dogrudan ve dolayli olmak iizere iki ana mekanizma

araciligiyla ortaya cikar.

1- Dogrudan Etkisi: DNA’nin tek veya ¢ift sarmal yapisinda kromozomal kirtlmalar

sonucu gerceklesen DNA hasari basta olmak iizere, enzimler, yapisal proteinler ve



RNA gibi hiicrelerde ve diger tiim atomlar veya molekiillerde ortaya c¢ikan

hasarlardir.

2- Dolayh Etkisi: Hiicresel suyun radyoliziyle olusan serbest radikallerle ortaya
cikar. Bu serbest radikaller, kimyasal modifikasyonlar araciligiyla hiicresel
bilesenlerle, 6zellikle DNA'daki atomlar ve molekiillerle etkilesime girerek hiicre
toksisitesini artirirlar. Hiicresel suyun radyolizi ile serbest radikallerin (H’, OH")

olusumu asagida verilmistir;

e HO+IR — e +H0O"
e ¢ +HO— HO
e H:O —->OH +H
e H:0"— H'+ OH'

Hiicredeki ¢6ziinmiis oksijen konsantrasyonu fazla ise, ikincil serbest radikal
olusumlar1 meydana gelir. Artmis oksijen konsantrasyonu, olusan ikincil serbest
radikallerin stabilitesini de artirir (Cotran ve ark 1999, Prasad ve ark 2002, Prasad
2020).

e H'+ O»— HO" (hidroperoksil serbest radikalleri)
e HO. + HO2" — H20>" (hidrojen peroksit) + O2

1.4. Serbest Radikallerin Hiicre Bilesenlerine Etkileri

Serbest radikaller son orbitallerinde bir veya birden ¢ok eslesmemis elektronu
bulunan, kararsiz, elektriksel agidan genellikle yiiksiiz olmakla birlikte yiikli de
olabilen, son derece reaktif atom veya molekiillerdir Serbest radikaller canli
organizmalarda normal metabolik siiregler sirasinda olusacagi gibi, cesitli dis
etkenlerin araciligiyla da olusabilmektedir. Bu dis etkenlerden biri de iR’dur. IR un
dolayl etkisiyle aktive olan serbest radikaller hiicre bilesenleri ile etkileserek birgok
oksidatif hasara sebep olur. Bu hasarlardan bazilari asagida 6zetlenmistir (Valko ve
ark 2007).

1.4.1. DNA’ya etkisi

Serbest radikaller DNA ile etkileserek hidrojen baglarinin kopmasina, ¢apraz
baglanmalara, tek veya ¢ift sarmalda zincir kirilmalarina, baz degisiklerine, baz

hasarlarina ve seker ile fosfat konfigiirasyonunun bozulmasina neden olmaktadir.
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Olusan kiigiik zincir kiriklart hiicre 6liimiine neden olmazken, biiyiik zincir kiriklar
ise genellikle onarilsa bile sonraki jenerasyonlarda oliimciil olabilmektedir (Arslan
2017).

[R’a bagli olusan oksidatif hasarin diizeyini belitlemeye yénelik, son
donemde kullanilan analitik yontemlerin duyarlihgindaki gelismeler, IR’a veya diger
mutajenik etkilere maruz kalmayan normal hiicrelerin de DNA'sinda baz ve
niikleotid degisikliklerinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen analiz sonuglari,
bazi endojen biyokimyasal siireclerin genetik mutasyonlarin ortaya ¢ikmasina biiyiik
Olctide katkida bulundugunu gostermistir. Normal hiicresel metabolik siireclerde bile
genel olarak O2 ve H>O; araciligi ile olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT)’nin, 6nemli
derecede depurinasyonlara ve depirimidinasyonlara neden oldugu, DNA'daki
bazlarda, 6rnegin deoksiguanozin (dG)’in 8-okso-2-deoksiguanozin (8-oksodG)’e
oksidasyonu gibi giinde yaklasik 100-500 hasar olustugu goriilmiistiir. Bu hasarlarin
olusum hizinin, canlilarda oksidatif metabolizma hiz1 ile yakindan ilgili oldugu,
dolasimda oksijen konsantrasyonu arttiginda, DNA'da baz oksidasyon hizinin da
arttig1 bildirilmistir (Ames 1989, Lindahl 1993).

Okside olmus bazlarin onarilamamasi sonucu, DNA replikasyonu sirasinda
mutasyon riski artmaktadir. Ornegin, 8-oksodG, deoksisitozin (dC) yerine
deoksiadenozin (dA) ile yanlis esleserek bir sitozin-adenin nokta mutasyonuna neden
olabilmektedir. Baz oksidasyonu, depurinasyon ve depirmidinasyona ek olarak,
DNA'da baska spontan hasarlar da meydana gelebilir. Esas olarak memeli
genomundaki  sitozin-guanin  ¢iftlerinde, sitozinin  5-metilsitozine  (5mC)
modifikasyonu ile sonuglanan S-adenosilmetiyonin reaksiyonunun neden oldugu,
timin treten mutajenik bir bolge olusturur. Timin normal DNA'nin bir bileseni
oldugundan timin-guanin baz ¢ifti tespit edilemeyebilir ve sonraki replikasyon
dongiisiinde kalip gorevi gorerek sitozin-timin nokta mutasyonuna yol agar. Bu
durumda bazi savunma mekanizmalari, DNA biitiinliigiinii yeniden saglamak ig¢in
harekete gecer. DNA hasarmma yanit olarak savunma hiicreleri, DNA hasarlarinin
onarimi i¢in zaman olusturmak adina hiicre dongiisii kontrol noktalarini etkinlestirir.
Bu asamada, baz eksizyon onarim (BER) mekanizmasi, spontan baz
modifikasyonlarini, bazik olmayan bolgeleri ve tek zincir kiriklarini tanir ve onarir.

Niikleotid eksizyon onarimi (NER), uyumsuzluk onarimi ve ¢ift zincir kiriklar



onarimi dahil olmak {izere diger DNA onarim mekanizmalar1 da, diger DNA

hasarlar1 onarilmaya ¢alisilir (Holliday ve Grigg 1993, Azzam ve ark 2012).

Isinlama sirasinda ve hemen sonrasinda ortaya ¢ikan ROT’i, normal
metabolik siireglerde ortaya ¢ikan ROT’lara benzer, fakat mikro dagilim ag¢isindan
bakildiginda 1s1nlama sonras1 Oz ve H>O» konsantrasyonlarina bagli olarak, hiicresel
OH radikal konsantrasyonlarinin asir1 yiikseldigi goriiliir. Ayrica IR uygulamalarinda
katedilen birim mesafe basina enerji kaybimni ifade eden dogrusal enerji transferi
(LET) agisindan, diisiik dogrusal enerji transferli (LET) IR’un neden oldugu
biyolojik hasarin yaklasik 2/3’tiniin, IR’un dolayli etkisinden kaynaklandig
bildirilmistir. Yiiksek LET'li IR’un biyolojik hasar1 ise, IR’ un dogrudan etkisinden
kaynaklanmaktadir. Endojen kaynakli DNA hasar1 da &ncelikle IR’un dolayh
etkisinden ileri gelmektedir. Gaz kromatografisi, yiiksek basingli sivi kromatografisi,
immiinoassay ve Comet Assay gibi teknikler ile IR un DNA {izerinde neden oldugu
dogrudan ve dolayli etkisi kantitatif olarak analiz edilebilmektedir (Feinendegen
2002, Azzam ve ark 2012).

1.4.1.1. 8-hidroksi-2- deoksiguanozin

Guaninin, DNA’da yer alan bazlar arasinda iyonizasyon potansiyeli en
yiiksek baz olmasi ve Cu*? iyonlarinin guanin-sitozin baz giftlerince zengin DNA
bolgelerinde bulunmasi nedeniyle oksidasyona en fazla maruz kalan bazdir. Bu
yoniiyle 8-OHdG, ROT’inin neden oldugu oksidatif hasarin diizeyini belirlemede en
sik kullanilan ve DNA baz hasarlarinda mutajenitesi en iyi bilinen parametrelerden
biridir. Canlilarda 8-OHdG diizeyi, endojen veya eksojen kaynaklara bagl olarak
ortaya ¢ikan ROT’larin DNA’daki hasar derecesini yansitir. DNA, OH radikalleri ile
oksidasyona ugradiginda, guanin molekiiliiniin dordiincii, besinci ve sekizinci karbon
(C) atomlar1 OH radikalleriyle etkileserek DNA radikalleri olusturur. Bu etkilesim 8.
C atomundaki ¢ift bag ile gergeklestigi zaman 8-OHdG olusur. Artmis 8-OHdG
diizeyleri ile paralellik gosteren bu hasar da, replikasyon asamasinda kaliptan yanlis
okumayla bir onceki konu baghiginda bahsettigimiz mutasyonlara neden olur

(McDorman ve ark 2005).
1.4.2. Membran lipitlerine etKisi

Serbest radikaller hiicre membraninin yapisindaki doymamis yag asitlerinin

oksidatif yikimina neden olarak lipit peroksidasyonuna yol acar. Lipit



peroksidasyonu, hidroperoksitlerin baslica aldehit ve diger karbonil bilesiklere
doniistimii ile son bulur (Girotti 1998).

1.4.3. Proteinler tizerine etkisi

Serbest radikallerin hiicresel asir1 birikimi ile proteinler ve protein yapili
bilesiklerin (enzimler) ii¢ boyutlu konformasyonlari bozulur. Serbest radikaller
polipeptit zincirinde spesifik bolgelerde yogunlasarak fonksiyon kayiplarina neden
olur. Sonucta karbon ve siilfiir merkezli serbest radikaller meydana gelir (Droge

2002).

1.4.4. Karbonhidratlar tizerine etkisi

Serbest radikaller monosakkaritlerle reaksiyona girerek okzoaldehitleri ve
peroksitleri meydana getirir. Okzoaldehitler, DNA ve proteinlere baglanarak ¢apraz
baglanmalar olusturur ve hiicre mitozunu inhibe eder. Okzoaldehitler’in yaslanma ve

karsinojenezde 6nemli rol oynadigi bildirilmektedir (Kalapos 2008).
1.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Canlilarda DNA, lipit, protein ve karbonhidratlar gibi hiicresel bilesenlerin
oksidatif hasarin1 Onleyen veya inhibe eden maddeler antioksidanlar olarak
tanimlanmaktadir.  Antioksidanlar, insanlarda viicut tarafindan karsilanip
karsilanamama durumuna gore; endojen ve eksojen kaynakli antioksidanlar olmak
tizere 2’ye ayrilirken, endojen antioksidanlar kendi iginde enzim ve enzim
olmayanlar, eksojen antioksidanlar da yine kendi iginde vitamin ve ilag olarak
kullanilan antioksidanlar seklinde 2’ye ayrilir. Antioksidanlarin simiflandirilmasi

Cizelge 1.1.’de verilmistir (Mercan 2004).
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Cizelge 1.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

Endojen Antioksidanlar Eksojen Antioksidanlar
& 4 Enzim olmayan
Enzim olan endojen 3 - o =
endojen Vitaminler Ilacglar
antioksidanlar 5 Z
antioksidanlar
Ksantin oksidaz
- e e inhibitorleri
SUpesvlsl diSmize Sistein E vitamini (allopiirinol,
(SOD) Y s 2
oksipiirinol, pterin
aldehit, tungsten)
NADPH oksidaz
inhibitdrleri
(adenozin, lokal
Glutatyon peroksidaz . . . i anestezikler,
(GSHPx) Metiyonin A vitamini kalsiyum kanal
blokerleri, nonsteroid
antiinflamatuvar
ilaglar)
Glutatyon S- g g Rekombinant
Transferaz (GST) Glutatyon Askorbik asit siiperoksit dismutaz
Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz Hemoglobin Folik asit Trolox-C
(G6PD)

Endojen antioksidan
6-fosfoglukonat aktivitcyi artiranlar
5 2 3 (GSH-Px

dehidrogenaz Miyoglobin o NETU
aktivitesini artiran
(6PGD)
ebselen ve
asetilsistein)
Nonenzimatik serbest
Glutatyon .- N
25 . Ferritin radikal toplayicilar
rediktaz(GIE) (mannitol, albiimin)
Demir redoks
Katalaz Transferin dongiisii inhibitorleri
(desferroksamin)
Mitokondriyal
sitokrom oksidaz Seruloplazmin Nif!tro.ﬁl. ade Zzyon
C - inhibitorleri
sistemi
Hidroperoksidaz Melatonin Sltc’kmilfi 1()1 NE ve
Bilirubin Barbitiiratlar
Laktoferrin Demir selatdrleri
Albumin

Canlilarda oksijen varliginda serbest radikaller siirekli olusmakta, fakat
olusan bu serbest radikallerin zararli etkileri antioksidan savunma sistemleri ile
onlenmektedir. Canlilarda serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan
kaldirilma hiz1 arasinda bir denge mevcuttur. Hiicresel diizeydeki bu denge haline
oksidatif denge denir. Oksidatif denge korundugu miiddet¢e, organizma Serbest
radikallerden olumsuz etkilenmemektedir. Hiicresel serbest radikal konsantrasyonu
artiginda veya bu serbest radikallerin ortadan kaldirilma hizinda bir azalma
oldugunda, oksidatif denge serbest radikaller tarafina kayar ve oksidatif stres olusur.
Oksidatif stres sonucu doku hasarlari ve hiicre 6liimiine varan pek ¢ok patolojik
durum ortaya ¢ikar (Maxwell 1995, Durak ve ark 2001). Antioksidanlar etkilerini 2

farkli yolla gosterirler:

1- Serbest radikal olusumunun engellenmesi: 3 temel mekanizma ile saglanir.

Bunlar;

a) Baslatici reaktif tiirlerin uzaklastirilmasi,
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b) Oksijenin uzaklastirilmasi veya konsantrasyonunun azaltilmasi,
¢) Metal iyonlarinin uzaklastirilmasi.

2- Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi: 4 farkli etki mekanizmasi

vardir. Bunlar;

a) Zincir kiricr etki: Antioksidanlar tarafindan serbest radikallerin baglanmasi ve

zincir reaksiyonlarina katilimlarinin engellenmesi.

b) Siipiiriicii etki: Serbest radikallerin antioksidanlarca baglanarak diisiik reaktif

etkili diger molekiillere dontistiiriilmesi.

¢) Bastiriar etki: Antioksidanlarca eklenen protonlarla serbest radikallerin etkisiz

hale getirilmesi.

d) Onaria etki: Oksidatif hasara ugrayan molekiillerin onarilmasi (Maxwell 1995).
1.6. Glutatyon Sistemi

Glutatyon baslica KC olmak tizere bircok dokuda yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan, glutamat, sistein ve glisinin bir araya gelerek olusturdugu bir tripeptittir.
Antioksidan ve rediikte edici bir maddedir. Glutatyonun antioksidan kabiliyeti
yapisindaki tiyol grubundan ileri gelir. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon
transferaz (GST) gibi enzimlerin kofaktoriidiir. Oksidan maddelere karsi, hiicre
icinde yer alan bazi fonksiyonel proteinlerin oksidasyonu glutatyon ile engellenir.
Glutatyon, serbest radikalleri temizleyerek ve peroksitlerle etkileserek hiicreleri
oksidatif hasara karsi korurken, ayni zamanda aminoasitlerin taginmasinda da rol
oynar. E vitamini ve askorbik asit gibi antioksidanlar ve diger serbest radikal
slipiiriiciilerin aktivitesine de onemli derecede katki saglar. Ayrica, proteinlerdeki
tiyol gruplarin1 indirgenmis halde tutarak ¢ogu protein ve enzimin aktivitesinin

devamliligini saglar (Scott ve ark 1991).

NADPH + H” GSSG

Glutatyon Glutatyon

rediiktaz peroksidaz

NADP~ 2GSH H20:

Sekil 1.2. Glutatyon sistemi
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Indirgenmis glutatyon (GSH) oksidasyona ugradiginda, yiikseltgenerek
(GSSG) dontisiir (Sekil 1.1.). GSSG'nin yeniden indirgenmesi NADPH ile saglanir.
Bu sayede dokularda GSH/GSSG orani yiiksek tutulur. Glutatyon hiicre i¢inde etkili
giiclii bir antioksidan olup, enzimatik olmayan antioksidanlarin hiicre disinda daha

etkili oldugu g6z oniine alindiginda, glutatyonun bu konuda bir istisna oldugu agiktir

(Maxwell 1995).
1.6.1. Glutatyon peroksidaz

H202’in ve organik hidroperoksitlerin  (ROOH) indirgenmesini saglar.
Yapisinda 4 selenyum (Se) atomu bulunan tetramerik bir enzimdir. GSH-Px
enziminin Se’a bagimli ve bagimsiz olmak tizere iki izomeri vardir. Se bagimli GSH-
PXx, H202’in ve lipit hidroperoksitlerin, Se bagimsiz GSH-Px ise yanliz lipit
hidroperoksitlerin detoksifikasyonundan sorumludur. Peroksitler tarafindan membran

lipitlerinin ve hemoglobinin oksidasyonunun 6nlenmesi baslica gorevidir.

H>O, +2GSH — GSSG +2HO

ROOH +2GSH — GSSG +ROH +H,0O

Koenzim gorevindeki okside glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi araciligiyla

tekrar indirgenir.
GSSG + NADPH + H — 2GSH + NADP"

Bir diger GSH-Px, "fosfolipit (FL) hidroperoksit glutatyon peroksidaz"
enzimidir. Bu enzimin kofaktorii de Se olup, monomerik yapidadir. Hiicre membrani
yapisindaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere rediikte ederek E vitamininin
yetersiz kaldigir durumlarda peroksidasyona karsi koruma saglar (Wendel 1981).

FL-OOH + 2GSH —> GSSG + FL-OH + H20
1.6.2. Glutatyon rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GSH-R) dimerik yapili bir flavoprotein olup, hiicrede
okside glutatyonu (GSSG) indirgenmis glutatyona (GSH) doniistiren NADPH’a

bagimli bir enzimdir.

GSSG + NADPH +H' — 2GSH + NADP"
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GSH, cevresindeki oksidan molekiilleri baglayarak, hiicrenin fonksiyonel
proteinlerinin  degradasyonunu onlemektedir. Bunun yaninda ikincil serbest
radikallerden biri olan peroksitleri temizlemek i¢in bazi peroksidaz enzimlerince de
kofaktor gorevi goriir. Bu sayede olusan okside glutatyon GSH-R enzimi tarafindan
indirgenmis glutatyona donistiiriiliir. Hiicre i¢i okside glutatyon ve NADPH
diizeylerine gore aktive olur (Carlberg ve Mannervik 1985).

1.6.3. Glutatyon transferaz

GST, glutatyonun silfidril (-SH) grubu ile reaktif bir aktif merkeze sahip,
organik molekiillerin bir araya gelmesini saglayan bir enzim grubudur. GST’ler
basglica 3 sitozolik ve 1 de mikrozomal olmak {izere 4 gruba ayrilir. Viicuda alinan
ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda 6nemli islevleri vardir. Se bagimsiz

aktiviteleriyle lipit hidroperoksitlere (ROOH) kars: etkilidirler (Hayes ve ark 2005).
ROOH +2GSH — GSSG +ROH + H;0
1.7. Radyasyon Hasarim Etkileyen Faktorler

Insanlarda radyasyon hasari, IR ve hedef doku ile ilgili faktorler varliginda

degiskenlik gosterir (Elgazzar ve Kazem 2015).
1.7.1. iyonize radyasyon ile ilgili faktorler

IR ilgili baz1 faktdrler, aym radyasyon dozunun farkli organlara etkilerini

belirler. Bu faktorler;

1- Radyasyon Tiirii: LET'ne dayali olarak niifuz edilebilirlik agisindan, radyasyon
tirleri farklilik gosterir. LET degeri alfa pargaciklari igin yiiksek, beta pargaciklari
icin daha distliktiir, gama ve X-isinlar1 i¢in ise ¢ok daha diisiiktiir. Boylece alfa
parcaciklar1 kisa bir mesafeye niifuz eder, ancak agir hasara neden olur. Buna kargin
beta parcaciklart daha uzun bir mesafe katederek daha az hasar verir. Gama

1sinlarinin verdigi hasar ise beta parcaciklarina nazaran daha diistiktiir.

2- Uygulama Sekli: IR dozu uygulamada énemli bir faktordiir. Ancak planlanan iR
dozunun tek seferde uygulanmasi, aynit dozun fraksiyonlara ayrilmis haline nazaran
daha fazla hasara neden olur. Bu ylizden hasari azaltmak i¢in uygulamada

fraksiyonel doz tercih edilir.
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3- Doz orani: Doz orani, dozun verildigi siireyi ifade eder. Dozun uygulama siiresi
ne kadar uzun olursa, hiicresel onarim sansi 0 kadar yiikksek ve hasar da o kadar

kiigiik olur (Elgazzar ve Kazem 2015).
1.7.2. Hedef doku ile ilgili faktorler

Dokularin ve hiicrelerin belirli 6zellikleri de, IR un biyolojik etkilerini dnemli

Olctide etkiler. Bu 6zellikleri soyle siralayabiliriz;

1-Radyoduyarhlik: Tiim hiicreler IR’dan etkilense de, normal hiicreler ile kanser
hiicrelerinin IR’a duyarliliklar1 farklihk gosterir. Yavas ve hizli béliinen hiicreler,
hiicre diingiisti boyunca farkli radyoduyarliliga sahip olup, bu farklilik mitoz hizina
ve hiicresel olgunluga gore degisir. Mitotik aktivitesi yiiksek kanser hiicreleri,
normal hiicrelere kiyasla IR dan daha fazla etkilenir. Radyoduyarlilikta hiicre tiirii de
onemli bir faktdrdiir. Ornegin kan hiicreleri radyasyona karsi ¢ok duyarliyken,
noronlar, kas ve paratiroid hiicreleri yiiksek oranda radyodirenglidir. Ayrica belirli
bir hiicre iginde, ¢ekirdek genel olarak sitoplazmaya kiyasla nispeten daha radyo
duyarhidir. Hiicre dongiistiniin  Go/G: fazindaki hiicreler radyasyona maruz
kaldiklarinda G2/M  fazina ilerlemelerini  durdurma egilimindedirler. G2
senkronizasyonu, bir radyoduyarli hiicre kiimesi tretir. 5-12 saatlik bir zaman
araliginda ikinci bir IR uygulamasi, daha yiiksek oranda zararli etkilere yol agar

(Kendall 2000).

2-Hiicrelerin Onarim Kapasitesi: Bazi hiicrelerin IR’un neden oldugu hasari
onarmak i¢in digerlerinden daha yiiksek onarim kapasitesine sahip oldugu ve bu
hiicrelerde IR uygulamasi sonrasi 3 saat i¢inde hizl1 bir sekilde onarim gerceklestigi
bildirilmistir. Bu durum aymi radyasyon dozunun hiicre tiiriine gore biyolojik

etkilerinin farkli oldugunu géstermistir (Elgazzar ve Kazem 2015).

3-Hiicre Dongiisii Fazi: Hiicre dongiisiiniin tiim asamalar1 IR’dan etkilenebilir.
Belirli bir hiicrenin radyoduyarliligi, bir hiicre siklusu fazindan digerine gegiste
degisir. Genel olarak, radyoduyarliligin G2 asamasinda en yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu asamada IR hiicre béliinmesini geciktirir. Mitoz sirasinda IR
kromozomal anormalliklere, yani kirilmalara, delesyonlara ve translokasyonlara
neden olur. Belirli bir hiicre dongiisii fazinin duyarliligi, hiicre tiiriine gore de

farklilik gosterir. Ornegin, iireme hiicreleri M fazinda en hassas iken, DNA ve
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kromozomlarda hasar en ¢ok hiicre G, fazindayken meydana gelir. Oliimciil olmayan
hasardan kurtarma, hiicre dongiisiiniin tim asamalarinda gergeklesir. Bununla

birlikte, hiicre siklusunun S fazinda radyodirenglilik daha belirgindir (Ward 1988).

4-Doku Oksijenasyon Derecesi: Molekiiler oksijenin radyasyona yanitt artirdigi
bilinmektedir. Hiicrelerin radyasyona duyarliligini arttirmada hiicrelerin oksijen
kullanim oranindan ziyade molekiiler oksijen miktart en énemli faktordiir. Burada
muhtemel mekanizma, hiicre hasarini artiran serbest radikal olusumunun daha fazla

aktive olmasidir (Prasad 2020).
1.8. iyonize Radyasyonun Neden Oldugu Hiicre Hasar

IR’un olusturdugu hiicresel hasar, genel olarak subletal, letal ve potansiyel

letal hasar olmak tizere 3’e ayrilir;

Subletal hasar: Diisik LET’li IR’larin dolayli etkisiyle olusan hasar tipidir.
Uygulanan IR hiicrelerde hasar olusturur, fakat bu hasar uygun kosullarda hiicre
onarim mekanizmalariyla onarilabildiginden direk hiicre 6liimii gergeklesmez. Eger
IR uygulanmaya devam ederse hasar kiimiilatif olarak birikir ve sonugta hiicre liimii

gerceklesebilir.

Letal hasar: Yiiksek LET’li IR’larin dogrudan etkisiyle olusan hasar tipidir. IR
dozunun yiiksek oldugu ve hiicresel onarim mekanizmalarinin yetersiz kaldig
durumlarda ortaya c¢ikan, geri doniisiimsiiz ve hiicre oOliimiiyle sonuglanan

hasarlardir.

Potansiyel letal hasar: Uygulanan IR hiicrede hasar olusturmakla birlikte hiicre
olumi, cevresel etkenlere bagli olarak hiicresel ortamda meydana gelen
degisikliklerle ortaya c¢ikar. Hiicre bdoliinmesinin kisa silirede gerceklestigi
durumlarda hasar oliimciildiir, fakat boliinmenin geciktigi durumlarda hiicre hasari

onarilabilmektedir (Dubois ve ark 1987).

IR’un neden oldugu hiicre hasart hiicre organelleri agisindan
degerlendirildiginde hiicre ¢ekirdegi IR maruziyetinde sitoplazmik yapilara nazaran
daha radyoduyarlidir. IR sonras1 niikleer degisiklikler, niikleer membranin sismesi ve
kromatin materyallerinin bozulmasi ile karakterizedir. Sitoplazmik degisiklik

olarakta sisme, vakuolizasyon, mitokondri ve endoplazmik retikulumun pargalanmasi
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ve polizom sayisinda azalmalar goriiliir (Ward 1988, Cotran ve ark 1999). iR dozuna
ve hiicre i¢i degisikliklere bagli olarak, daha 6nce aciklanan faktorlerle birlikte, hiicre
iizerindeki potansiyel etkiler farklilik gosterir. IR’a maruz kaldiktan sonra, hiicresel

hasar asagidaki sekillerden biriyle meydana gelir (Bolus 2001);

1- Hiicre Béliinmesinin Gecikmesi: 0,5-3,0 Gy araliginda IR’a maruz kaldiktan
sonra mitoz gecikmesi gozlenir. Birkag¢ jenerasyon sonrasi mitotik aktivitenin

normale dondiigi goriiliir.

2- Ureme Yetmezligi: Bozulmus mitotik aktivite kalict olup, hiicre oliimii ile
sonuglanir. Bu durum 1,5 Gy'den fazla IR maruziyetinden sonra dogrusal bir sekilde

artar. 1,5 Gy'in altinda {ireme yetmezligi rastgele olusur ve dogrusal degildir.

3- Fazlararasi Oliim: Hiicre tiiriine bagli olarak orani degismekle birlikte, apopitoz
radyasyonla indiiklenir. Ornegin lenfositler, apopitoz agisindan radyasyona karsi

oldukga duyarli hiicrelerdir.
1.9. Apopitoz

Prokaryotik ve okaryotik tiim organizmalarda, organizmay1 olusturan her bir
hiicrenin belli bir yasam siiresi vardir. Bu siirenin sonunda hiicre 6liimleri gozlenir.
Hiicre proliferasyonuyla hiicre 6liimii arasinda kontrollii bir denge vardir. Bu denge
programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen apopitoz ile saglanir. Apopitoz genel
olarak yasam siiresinin sonuna gelen hiicrelerin 6liimiiyle sonuglanan, programli,
slirecin birtakim genlerle diizenlendigi, RNA, protein sentezi ve enerji gereksinimi
olan organizmada hiicre homeostazini saglayan fizyolojik bir olay olarak
tanimlayabiliriz (Renehan ve ark 2001). Apopitoz goriilen biyolojik siiregler {i¢

asamada incelenir;

1-Embriyonik donemde goriilen apopitoz: Memeli canlilarin el ve ayak parmak
olusumlarinda ara dokularin ortadan kaldirilmasi, santral sinir sisteminin ve vaskiiler

yapilarin sekillendirilmesi gibi siirecler 6rnek olarak verilebilir.

2-Postnatal donemde goriilen apopitoz: Kemik iliginde iiretilen kan hiicrelerinin
homeostazi i¢in bir miktar kan hiicresinin ortadan kaldirilmasi, menstruasyon
doneminde endometriyumun fonksiyonel tabakasinin yenilenmesi ve korpus

luteumun parcalanmasi, ince bagirsaklarda emilimi saglayan kripta hiicrelerinin
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tabaninda ilk olusan hiicrelerin ilerleyen asamada ortadan kaldirilmasi, epidermisin
en alt tabakasi olan bazal tabakanin olusumunu saglayan deri hiicrelerinin
epidermisin en st tabakasina dogru go¢ ederek yok olmasi ve immiin sistemin en
onemli hiicrelerinden olan T lenfositlerden etkisiz veya organizmaya ters etkiler
gosterilebilecek olanlarin ortadan kaldirilmasi postnatal donemde goriilen apopitozun

orneklerindendir.

3-Patolojik durumlarda goriilen apopitoz: DM gibi endokrin hastaliklar, nérolojik
ve noropsikiyatrik hastaliklar (Parkinson, Alzheimer vb.), immiin sistem hastaliklari,
viral enfeksiyonlar, kardiyovaskiiler hastaliklar, malign timor olusumlari, AIDS,
organ transplantasyonlari, alkolizm ve radyasyon gibi faktorler apopitoza neden
olmaktadir (Coskun ve Ozgiir 2011).

1.9.1. Apopitoz asamalari

Apopitoz, bazi metabolik ve fizyolojik siireglerin rol oynadigi bir olaydir.
Apopitoz ile uyarilan hiicre bulundugu bdlgeden uzaklasarak ¢evresinde bulunan
diger hiicrelerle baglantisin1 koparir. Kromatini yogunlasarak kiigiiliir ve hiicre
cekirdegi bliziigiir. Apopitoza ugramis hiicre jel elektroforezinde incelendiginde,
histon proteinlerinden olusan niikleozomlarin DNA sarmalindan ayrilmast sonucu
bantlar tipik merdiven goriiniimii olusturur. Buna karsin hiicre organellerinin yapisal
biitiinliikleri bozulmaz. Hiicre membran1 yapisinda yer alan fosfotidil serin
translokasyonla hiicre membraninin i¢ yiiziinden dig yliziine yer degistirir.
Sonrasinda kiigiilen hiicre ¢ekirdegi pargalanir. Hiicre, membranla sarili tomurcuklar
seklinde koparak apoptotik cisimciklere  doniisiir. Bunlar  inflamasyon
olusturmaksizin makrofajlarca taninir ve fagosite edilerek ortadan kaldirilir (Ellis ve
ark 1991).

1.9.2. Apopitozun diizenlenmesi

Apopitozun diizenlenmesinde Ca, Bcl-2 ailesi, sifingozin ve yag asitlerinin
birlesmesinden olusan seramid gibi molekiiller, timor protein 53 (TP53), sitokrom c,
kaspazlar gibi proteinler ve mitokondriyonlar gérev alir. Apopitoz siirecinde hiicre
icine silirekli Ca girisi s6z konusudur. Ca iyonlari; proteaz, transglutaminaz ve
endoniikleaz enzimlerinin aktivasyonunda, gen diizenlenmesinde ve yapisal hiicre

organizasyonunda 6nemli rol oynar (Elmore 2007).
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1.9.2.1. Bcl-2 ailesi

Bcl-2 ailesi proapoptotik ve antiapoptotik genler olmak {izere birbirine gore
zit etkiye sahip 2 gruba ayrilir. Bcl-2 ailesi’nde yer alan genlerin dimerik yapist
(heterodimer/homodimer), bir hiicrenin apopitoz egilimine isarct eder. Hiicrede
proapoptotik genler fazlaysa hiicre apopitoz egilimi yiiksek, buna Kkarsin
antiapoptotik genler daha fazlaysa hiicrenin apopitoz egilimi diisiiktiir. Proapoptotik
genler sitozolik olup, sitokrom c ve apopitoz indiikleyici faktor (AIF) salmimini
uyararak apopitoza neden olurlar. Antiapoptotik genler ise mitokondri dis
membraninda, endoplazmik retikulumda ve ¢ekirdek membraninda bulunurlar. Por
olusumuyla hiicre igine Ca iyonlarmnin girisini Kontrol ederler. Ayrica kaspaz
aktivasyonuyla birlikte, sitokrom ¢ ve AIF salinimin baskilayarak apopitozu inhibe
ederler (Elmore 2007).

Cizelge 1.2. Bcl-2 ailesi (Coskun ve Ozgiir 2011).

Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak, Bim, Pumave
Proapoptotik Genler
Noxa
Antiapoptotik Genler Bel-2, Bel-xL ve Mel-1
1.9.2.2. p53

p53, hiicrede DNA hasari meydana geldiginde hiicre dongiisiinii G1 fazinda
durduran, bu sayede hiicreye DNA onarimi i¢in zaman kazandiran bir transkripsiyon
faktoriidiir. Onarimin miimkiin olmadig1 durumlarda Bax, apoptotik proteaz aktive
edici faktor-1 (Apaf-1) ve Fas sentezini aktive ederken, Bcl-2 ve Bcl-xL’yi inhibe

eder ve apopitoza neden olur (Vousden ve Lu 2002).

1.9.2.3. Fas

Tiimodr nekroz faktér (TNF) reseptdr ailesinin énemli bir iiyesidir. Immiin
sistemde hiicre apopitozunu diizenleyen Fas hiicre reseptort, 6ldiiriici T hiicreleri ve
dogal oldiiriicii (NK) hiicreler iizerinde yer alir. Fas proteini hiicre membraninda
reseptoriine baglanarak reseptorde trimerizasyona yol agar. Aktive olmus reseptorler
FADD reseptorleriyle birleserek, Fas reseptoriiniin karboksil ucuna (-COOH) yakin
bolgeyi uyarir. Bu uyar1 prokaspazlari aktive ederek apopitozu indiikler. TNF

reseptdr ailesinin bir diger iiyesi olan TNF ile iligkili apopitozu indiikleyen ligand
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(TRAIL) ve TRAIL reseptorleri de, Fas’a benzer sekilde apopitozu indiiklemektedir
(Curtin ve Cotter 2003, Spierings ve ark 2004).
1.9.2.4. Kaspazlar

Kaspazlar, sistein proteaz aktivitesine sahip bir enzim ailesi olup, hedef
proteinlerde aspartik asitten sonraki peptid bagma etki ederler. Hiicrede inaktif
formda bulunmalarina karsin proteolitik olarak birbirlerini aktive ederler. DNA
onarimi ve replikasyonunda gorev alan enzimleri baskilayarak ve hiicrede yaklasik
100 hedef proteini keserek hiicre membraninin tomurcuklanmasiyla karekterize
apopitoza neden olurlar (EImore 2007). 3 farkli tipte kaspaz vardir. Bunlar asagida

cizelge 1.3.’de verilmistir.

Cizelge 1.3. Kaspaz tipleri (Rai ve ark 2005).

Baslatic1 Kaspazlar Kaspaz 2.8.9.10
Efektér Kaspazlar Kaspaz 3.6.7
inflamatuar Kaspazlar Kaspaz 1.4.5.11.12.13.14

1.9.3. Apopitoz mekanizmasi

Apopitoz, instrinsik ve ekstrinsik (dogrudan veya dolayli mekanizma ile)
olmak iizere iki yolla gergeklesir. Apopitozu uyaran hiicre i¢i sinyaller; hiicre i¢i Ca
diizeylerinde artis, DNA hasari, hiicre dongiisiinde bozukluklar, pH’da diisiis ve
hipoksidir. Apopitozu uyaran hiicre dis1 sinyaller ise iireme ve biiyiime faktorlerinde
yetersizlik, oliim reseptorlerinin (Fas ve TRAIL) ve oldiriici T lenfosit
aktivasyonlari ile iskemi, kemoterapétik ilaglar, radyasyon gibi dis etkenlerdir. Hiicre
i¢i sinyaller instrinsik yolla, hiicre dis1 sinyaller de ekstrinsik yolla apopitoza neden
olurlar. Her iki yolda da kaspazlar 6nemli rol oynar (Danial ve Korsmeyer 2004).

1.9.3.1. instrinsik yol

Hiicre igi sinyallerle aktive olan proapoptotik proteinlerden Bid; Bcl-2‘yi
inaktif hale getirerek, Bax ve Bak’1 aktiflestirir. Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri
membraninda por olusumunu saglayarak, bu porlardan sitokrom ¢, Smac,
endonukleaz-G, Ca ve apopitoz indiikleyici faktor AIF salinimi gerceklesir. Smac,
inhibitor apopitotik faktor (IAF)’l inhibe ederek apopitozu hizlandirir. IAF’{in hiicre
ortaminda bulunmasi1 kaspaz 3 ve kaspaz 8’in aktiflesmesini engeller. AIF, ¢ekirdek

20



translokasyonuyla hiicre cekirdegini pargalara ayirir. Endonukleaz-G de DNA’y1
pargalar. Mitokondri membraninda olusan porlardan salinan sitokrom c, Apaf-1 ve
ATP ile sitozolde “apoptozom” olarak bilinen bir kompleks olusturur. Apoptozom,
kaspaz 9’u aktive eder. Kaspaz-9 da, prokaspaz 3’iin aktif kaspaz 3’e doniistimiinii
saglar. Aktif kaspaz-3 de, inaktif kaspaz aktive edici DNaz (ICAD)‘1 inaktif hale
getirerek, kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’1 serbestlestirir. CAD, hiicre
cekirdeginde kromatin yogunlagmasiyla birlikte DNA’nin nukleozomal alt birimlere

ayrilmasina neden olur (EImore 2007).
1.9.3.2. Ekstrinsik yol

Hiicre membranindaki o6liim reseptorlerine FasL, TRAIL ligandlarinin
baglanmasiyla reseptorler trimerizasyona ugrar. Trimerik reseptorler; amino asitleri
mRNA'ya tasiyan tRNA'lar olarak bilinen adaptér molekiiller ve prokaspazla bir
araya gelerek Olim indiikleyici sinyal kompleksi (DISC)’ni olusturur. DISC
olusumuyla inaktif haldeki prokaspaz-8’in aktif kaspaz-8’e doniisiimii saglanir. Aktif
kaspaz-8, iki farkli yolla kaspaz-3’i aktiflestirir;

1-Kapsaz-8 ile dogrudan kaspaz-3’iin aktiflestirilmesi,

2-Kapsaz-8’in Bid’i kesmesi sonucu dolayli olarak instrinsik yolda kaspaz-9’u

aktiflestirdikten sonra kaspaz-3’li aktive etmesi.

Dogrudan veya dolayli olarak aktiflestirilen kaspaz-3, instrinsik yola benzer

sekilde CAD aktivasyonuyla DNA fragmantasyonuna yol agar (EImore 2007).

Bir baska ekstrinsik yol ise sfingolipid yoludur. Sfingomyelin, hiicre
membraninin yapisal unsurlarindan biridir. Radyasyon ve kemoterapétik ilaclarla
aktive olan sfingomyelinaz enzimi, sfingomyelin’i seramid’e donistiiriir. Seramidaz
enzimi ile de seramid sfingozine doniistiiriilir. Sfingozin de Bid sentezini artirarak

apopitozu indiikler (Ross ve Pawlina 2011).

1.9.4. Apopitozu belirlemede kullanilan yontemler

Apopitozun belirlenmesinde morfolojik, immiinohistokimyasal,
biyokimyasal, immiinolojik ve molekiiler biyolojik yontemler olmak {izere genel

olarak 5 farkli yontem kullanilir. Bunlar asagida ¢izelge 1.4.’de verilmistir.
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Cizelge 1.4. Apopitozun belirlenmesinde kullanilan yontemler (Galluzzi ve ark 2009)

Morfolojik goriintiileme yintemleri Immunohistokimyasal yéntemler
1. Isik Mikroskobu 1. Anneksin V Y éntemi

a. Hematoksilen bovama 2. TUNEL Y 6ntemi

b. Giemsa bovama 3. M30 Yontemi

2. Floresan Mikroskobu / Lazerli Konfokal Mikroskop | 4. Kaspaz-3 Yontemi
a. Propidium ivodiir (PT)
b. Hoechst dve

3. Elektron Mikroskobu

4. Faz Kontrast Mikroskobu

Bivokimyasal vintemler Immunolojik yéntemler
1. Agaroz Jel Elektroforezi 1. Elisa

-DNA fragmentasvonu a. DNA fragmentasvonu
2. Westem Blot b. M30 diizeyi

a. Substrat kirilmalar 2. Fluorimetrik Yontem

b. Al#if kaspaz'm belirlenmesi - Kaspaz aktivasyonu

c. Sitokrom c saliverilmesi

3. Alom Sitometri

Molekiiler bivolojik yvéntemler

DNA mikrodizi analizi

1.10. Karaciger

KC, abdominal boslukta diyafragmanin altinda yer alan, yaklasik 1500 gr
agirligi ile viicudun en biiyiik bezi ve yine en biiyiik i¢ organidir. KC, gastrointestinal
sistem (GIS)’den emilen besin bilesenlerinin islendigi ve viicudun diger kisimlarinin
thtiyacini karsilamak iizere depolandigi, normal metabolik siire¢ler sirasinda olusan
veya dolayli olarak viicuda disaridan alinan toksik maddelerin detoksifiye edildigi,
sindirim kanalinda lipit sindirimi i¢in gerekli olan safranin salgilandig1 ve baglica
alblimin olmak {izere diger tastyict plazma proteinlerinin sentez edildigi ¢cok 6nemli

bir organdir. Metabolik islevleri ile sindirim ve dolasim sistemi arasinda bir gecis
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bolgesi teskil eder. KC’de kan dolagiminin yaklagik %70-80" i portal ven araciligiyla,
geriye kalan kismida hepatik arterle saglamir. GIS’den emilen besin bilesenlerinin
biiyiik bir kismu portal ven ile KC’e tasinirken, silomikronlar gibi kompleks lipitler
de lenf damarlariyla tasinmaktadir (Junqueira ve Carneiro 2005, Ross ve Pawlina
2007).

1.10.1. Karaciger histolojisi

KC, anatomik olarak sag ve sol lob olmak {izere 2 ana lobdan olusur. Sagdaki
biiylik lob, soldaki lobun yaklasik 6 katidir. Sag lob kendi i¢inde, alt kisminda 2 ayri
loba (doétrgen ve kuyruklu lob) sahiptir. KC, Glisson kapsiilii olarak bilinen kollajen
ve elastin gibi fibroz bag dokularindan olusan bir zarla kaphidir. Hilum kisminda
giren (hepatik arter ile portal ven) ve ¢ikan (hepatik kanallar ile lenfatikler) damarlar
ile kanallar bulunur. Bu dolagim elemanlari, KC lopguklar1 arasinda sonlandiklari
bolgelere kadar bag dokusu ile c¢evrelenmistir. Bu bolgelerden itibaren KC
lopguklarindaki sintizoidal endotel hiicrelerine ve hepatositlere destek saglayan ince

bir retikiiler fibr6z ag olusur (Junqueira ve Carneiro 2005, Ross ve Pawlina 2007).

Klasik KC lobiilii poligonal sekilli ve ortalama 0,7x2 mm boyutlarinda bir
doku kitlesidir. Lobiillerin ortasinda vena centralis yer alir. Lobiillerin kenarlarinda
ise portal alanlar bulunur. Portal alani olusturan yapilar; hepatik arterin bir kolu,
portal ven’in bir kolu, lenfatikler, safra kanallar1 ve sinirlerdir. Insan KC lobiiliinde

3-6 arasinda portal alan bulunur (AL 2006).

KC lobiiliindeki hepatositler geritler halinde dizilerek plak benzeri bir sekil
olustururlar. KC siniizoidleri, bu plaklar arasinda yer alan boslukta bulunur.
Siniizoidler, kesintili endotel tabakasinin diizensiz genislemesiyle olusan
damarlardir. Endotel hiicrelerinin hepatositlerden ayrimi, kesintili bir bazal lamina ve
Disse boslugu ile saglanir. Bu boslukta hepatositlerin mikroviluslart yer alir.
Sonucta, kan endotel duvarindan rahatlikla gecerek hepatosit yiizeyine ulasir. Bu
sayede siniizoid limeniyle hepatositler arasinda madde aligverisi saglanir.
Siniizoidler, endotel hiicrelerinin yaninda Kupffer hiicreleri olarak bilinen
makrofajlar1 da igerir. Bu hiicreler endotel hiicrelerinin i¢ tarafa bakan kisminda
bulunur. Onemli fonksiyonlar1 yash eritrositleri ortadan kaldirmak, hemoglobini
sindirmek, immiin sistemle ilgili protein yapili bilesikleri salgilamak ve kolondan

dolagima gegen bakterileri yok etmektir. Disse boslugunda KC yildizsi (ito) hiicreleri
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bulunur. ito hiicrelerinin yag ve yagda ¢dziinen A vitaminini depolama kabiliyetleri
vardir. Bunun yaninda A vitamininin vitamerlerinden olan retinoidlerin depolanmasi
ve ihtiya¢ aninda salinmasi, bazi hiicre dis1 matriks proteinleri ile proteoglikanlarin
sentezi ve sekresyonu gibi énemli islevleri de vardir. Ito hiicreleri sitokinlerin ve
biiylime faktorlerinin salgilanmasi ile prostoglandinler, tromboksan A2 gibi bazi
diizenleyici bilesiklere yanit olarak siniizoid liimen ¢apinin diizenlenmesine de katki
saglarlar. Safraya pasif difiizyon ile karisan amino asitler ve glukoz, safra kanalinda
bulunan epitel hiicreler tarafindan aktif transport ile geri alinir. Sekretin hormonu
tarafindan uyarilan safra kanali epitel hiicrelerinin etkisi ile safraya su ve bikarbonat

salinimi gergeklestirilir(Oniir ve Beyler 2001, Junqueira ve Carneiro 2005).

Birbirine yakin i¢ KC lobiiliiniin orta kisminda bulunan vena centralisler
arasmda kalan iiggen benzeri alanlar portal lobiil olarak tanimlanmaktadir. Uggenin
merkezinde portal alan bulunur. Portal lobul KC’in ekzokrin islevleri agisindan son

derece 6nemlidir (Ross ve Pawlina 2007).

o' M _santrdl  ¢" Y, ) santral - . santral
== ven p—r ven ' - ven
. . l‘ : 4 '\
portal v e portal portal
kanallar kanallar kanallar

Sekil 1.3. KC lobiilleriin sematik gosterimi (soldan saga sirasiyla; klasik lobiil, portal lobiil, KC
asinusu (Ross ve Pawlina 2007).

Birbirine komsu 2 klasik lobiil iginde ayni lobiilleraras1 venden beslenen
gruplar KC asinusu olarak bilinir. 2 vena centralis ile 2 portal araligin birlesmesiyle
siirlart olusur. KC asinusunda dagitict venlere olan mesafeye gore hiicreler 3

bolgeye ayrilir (Bissel 1996);

Periferik bolge: Oz ve besinsel agidan en zengin bdlgedir Ornegin, glikojenler en
fazla burada birikir. Rejenerasyon yetenegi yiiksektir. Toksik maddelerle ilk

etkilesen bolgedir.

Orta bolge: Periferik bolgeyle santral bolge arasinda kalan kisimdir.
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Santral bolge: O2 acisindan fakir bir bolgedir. Iskemik hepatit ve viral toksisite
durumlarinda oldugu gibi yetersiz kanlanmaya bagli en ¢ok etkilenen bolgedir (Ross
ve Pawlina 2007).

1.10.2. Karaciger fizyolojisi

KC’in en hayati fizyolojik fonksiyonu, sindirim kanalindan emilen ve kan
yoluyla taginan besin bilesenlerinin alimi, depolanmasi ve ihtiya¢ aninda periferal
dokulara ve hiicrelere dagitimidir. KC’e arteriyal ve venodz sistem araciligiyla
dakikada 1500 ml kan gelmektedir. Bu miktarin 3/4'G portal venle, geriye kalan
kismida hepatik arterle gelir. KC’in O ihtiyaci ise yar1 yartya hepatik arter ve portal
venle karsilanmaktadir (Skandalakis ve ark 2000).

1.10.3. Karacigerin fonksiyonlari

KC’in fonksiyonlarini; metabolik fonksiyonlari, safra salgilanmasi,
detoksifikasyon-inaktivasyon ve diger fonksiyonlari seklinde 4 ana baslik altinda

incelenebilir.
1.10.3.1. Metabolik fonksiyonlari

KC karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmalarinda ¢ok Onemli role
sahiptir. Kanda normal glukoz diizeylerinin siirdiiriilmesinde glukoz tampon islevi
gormektedir. Karbonhidrat metabolizmasinda, glukozun glikojen formunda
depolanmasi, glikojenoliz ile glikojenin ve pentoz fosfat yoluyla glukozun yikimi,
glukoneogenez ile glukoz eldesinde ve galaktoz ve fruktozun glukoza déntisiimii gibi

pek ¢ok anabolik ve katabolik siiregte KC yer alir (Barrett ve ark 2011).

Aminoasitlerden amin gruplarmmin  uzaklastirilmasi, amonyak  gibi
katabolitlerin iire formunda viicuttan atilmasi, endojen aminoasitlerin, tasiyici
proteinlerin  (albiimin), koagiilasyon mekanizmasinda yer alan proteinlerin
(protrombin ve fibrinojen vb.) ve lipoproteinler gibi plazma proteinlerinin sentezi ile
aminoasitlerin ~ birbirlerine  doniisiimlerinin ~ saglanmasi  KC’in  protein

metabolizmasindaki islevlerini yansitir (Onat ve ark 2006).

KC, lipit metabolizmasi1 yoniiyle de son derece onemli gorevlere sahiptir.
Farkli viicut fonksiyonlar1 ig¢in gerekli enerjinin agiga ¢ikmasini saglayacak yag

asitlerinin sentezi ve oksidasyonunda, lipoprotein, kolesterol, fosfolipit, ve keton
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cisimleri sentezinde, trigliserit olusumunda, safra asitleri ve safra tuzlarinin

olusturulmasinda 6nemli rol oynar (Guyton ve Hall 1986).
1.10.3.2. Safra salgilanmasi

Safra salgilamasi, KC’in en degerli fonksiyonlarindan biridir. Hepatositler
kan bilesenlerini alip, bazi doniisiimler neticesinde bu bilesenleri safra
kanalikiillerine salgilayarak ekzokrin bir faaliyet ortaya koyarlar. Safra bilesiminde;
su, safra asitleri, elektrolitler, bilirubin, fosfolipitler ve kolesterol bulunur. Bu
bilesiklerin yaklasik %901 distal intestinal epitel hiicrelerden emilimle saglanir ve
hepatositler araciligiyla kandan safra kanalikiillerine aktarilir. Safra asitleri GIS’de
lipitleri emiilsifiye ederek lipaz enzimiyle sindirilmelerini saglar (Junqueira ve ark
1993).

1.10.3.3. Detoksifikasyon ve inaktivasyon fonksiyonu

Baslica ilaclar olmak {izere endojen veya eksojen yollarla saglanan kolesterol,
tiroksin ve cinsiyet hormonlar1 ile Kkalsiyum gibi makro minerallerin fazlasinin
detoksifiye edilmesini veya safrayla uzaklastirilmasini saglar. KC hasarinda, ¢ogu
zaman bu hormonlardan birinin ya da birkaginin viicutta asir1 birikimi s6z
konusudur. Pek ¢ok ilag KC’de sitokrom p450 enzim sistemiyle metabolize edilerek
inaktif hale getirilmektedir. KC, viicutta gesitli siireclerde ortaya ¢ikan katabolik son
tiriinlerin zararsiz hale getirilmesinde de &nemli rol iistlenir. Ornegin, bilirubin
KC’de glukuronik asitle baglanarak dolasimda ¢oziinebilir hale getirildikten sonra
safrayla viicuttan uzaklastirilir. Protein yikimindan agiga ¢ikan ve viicut hiicreleri
icin toksik bir bilesik olan amonyak da, KC’de iireye doniistiiriilerek idrarla
atilmaktadir (iligin G 1996).

1.10.3.4. Karacigerin diger 6nemli fonksiyonlari

KC’in normal kan voliimii, hepatik venler ve sinuslardaki kanla birlikte
yaklasik 450 mililitredir. Sag atriumda basing artisina paralel KC’de de basing
yiikselebilir. Bu durumda KC genisleyebilme yetenegine sahip bir organ oldugundan,
normal kan hacmine fazladan 0,5-1 It daha kan ekleyebilir. Hepatik siniislerde
bulunan makrofajlar araciligiyla, kolondan gelen mikroorganizmalar portal sistemde
filtre edilebilmektedir. Koagiilasyon mekanizmasi i¢in gerekli protrombin, pithtilagsma
faktorleri (faktor V, VII, IX, X), fibrinojen ve globulin, gibi bilesikler KC’de
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sentezlenir. KC’de yagda ¢oziinen A ve D vitamini ile suda ¢éziinen B> vitamini
(kobalamin) depo edilebilmektedir (Guyton ve Hall 1986).

1.10.4. Karaciger hasar1 ve hasar olusum mekanizmalari

Klinik agidan KC hasari, hasar siiresine veya kaliciligina bagli olarak akut ve
kronik hasarlar olmak {izere ikiye ayrilir. Akut hasarlar ¢ogunlukla, zararli ajanin
ortadan kaldirilmasi, hasar onarim siireglerini takiben normal KC fonksiyonlarinin
tamamen eski haline dénmesiyle son bulur. Buna karsin kronik hasarlar kalici
etkileriyle 6n plana cikar. Ornegin progresif fibrozis, kronik KC hasarmin ayirt edici
bir 6zelligi olup, ilerleyen siirecte Siroz, KC yetmezligi veya hepatoselliiler karsinom
ile sonuglanabilir. Kronik KC hasari, kismen zamana yayilan siirekli akut KC
hasarin1 da yansitir. Siirekli akut KC hasarlari, hepatik fibrogenezi tesvik etmektedir.
Bu siireg, oOzellikle kronik hepatit B i¢in etkili tedavi yontemlerinin kullanima
sunulmasi ile simirlanmistir. KC nakli gerektigi diislinlilen hastalarda, bu antiviral
tedavi yontemlerinin Onemli derecede iyilesme sagladigi goriilmiistiir. Ayrica,
hepatik fibrojenezin geri doniisiimlii bir bilesene sahip oldugunun belirlenmesiyle;
KC hasarinin inhibisyonu, ilerlemis KC hastalig1 i¢in potansiyel bir terapotik strateji
haline gelmistir. Bu nedenle, KC hasarina aracilik eden mekanizmalarin ve bu
mekanizmalar1 yonlendiren molekiiler sinyal yolaklarinin belirlenmesi biyomedikal
ve klinik agidan son derece 6nemlidir (Malhi ve Gores 2008). KC hasarina aracilik

eden 5 temel mekanizma asagida agiklanmistir.
1.10.4.1. Apopitoz ve nekroz

KC’de morfolojik olarak gozlenen hiicre oliimleri genel olarak apopitoz,
nekroz veya apotoz+nekroz kombinasyonu ile gergeklesir. Apopitoz, morfolojik
acidan hiicresel yuvarlama, sitoplazmik biiziilme, kromatin yogunlasmasi ve niikleer
parcalanma olarak tanimlanir. Aspartat kalintilarindan ayrilan proteazlar olarak
bilinen efektor kaspazlarm aktivasyonu, bu morfolojinin ortaya ¢ikmasinda 6nemli
rol oynar. Nekroz ise morfolojik ag¢idan hiicresel iyon dengesinin bozulmasi sonucu
hiicre sigsmesi, karyoliz ve hiicre membraninin yirtilmasi olarak tanimlanir. Ayrica
bazi durumlarda ayni uyarici faktorle her iki morfoloji de goriilebilir. Hiicresel olarak
KC’deki nekrozun, asir1 veya diizensiz apopitoza bagli olarak gerceklestigi
bilinmektedir (Matsumura ve ark 2000, Malhi ve Gores 2008).
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Apoptotik sinyal basamaklarinin aktivasyonu ile ortaya c¢ikan siddetli
mitokondriyal bozukluklar, hiicresel ATP’n tiikenmesine ve sonugta nekroza neden
olur. KC’de en yaygin hiicre tipi olan hepatositlerde goriilen apopitoz, KC hasarinda
daha belirgindir. Diger hiicresel kisimlarda da apopitoz gériilebilir. Ornegin,
siniizoidal endotel hiicrelerin apopitozu iskemi-reperfiizyon hasarinda, aktive edilmis

Ito hiicrelerinin apopitozu da fibrozis durumlarinda gériiliir (Malhi ve Gores 2008).
1.10.4.1.1. Sitokeratin-18

Sitokeratin-18 (CK-18/M30), KC hiicrelerinde goriilen apopitozun siddetini
belirlemede kullanilan en Onemli biyobelirteglerden biridir. M-30, aspartat
kalintilarindan kaspaz-3 oOnciiliigiinde ayrilan proteolitik bir antijendir. Elisa
yontemiyle kanda kolayca saptanabilmektedir (Hetz ve ark 2007). Kronik KC
hastaligi olan bireylerde, serum M-30 seviyelerinin 6nemli derecede yiikseldigi,
Ozellikle kolestaz ve Kkolanjit hastalarinda en yiiksek seviyelere ¢iktigt
bildirilmektedir (Yagmur ve ark 2007). Ayrica hepatik graft versus host (HGVH) ve
steatohepatit hastaliklarinda serum M-30 diizeylerinin benzer sekilde yiikseldigi,
steatohepatitli hastalarda serum M-30 diizeylerinin, KC dokusundaki M-30 diizeyleri
ve inflamasyon ile de pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir. Serum M-30
diizeylerinde belirgin artisin hemen hemen tiim KC hastaliklarinda ortaya ¢ikmasi,
KC dokusu hasarinda kaspazlarin roliinii de gostermektedir (Wieckowska ve ark
2006, Luft ve ark 2007).

1.10.4.2. Mitokondriyal bozukluklar

.Mitokondriyal disfonksiyon, hepatosit hiicre hasarlarinin ve dliimlerinin en
onemli nedenlerinden biridir.  Mitokondri solunum  zincirindeki metabolik
fonksiyonlarinin yani sira, i¢ ve dig membranlarinda ve membranlar aras1 bosluklarda
bir dizi proapoptotik proteini igerir. Hasar sonucu mitokondriyal dis membran
gecirgenligi arttiginda, bu apoptotik proteinlerin, sitokrom c'nin ve ikincil
mitokondriyal kaspaz aktivatorlerinin  (SMAC/DIABLO) salinimi  gergeklesir.
Ornegin, iskemi-reperfiizyon hasarinda, mitokondriyal dis membran gecirgenligi
artarak, i¢ tarafta ¢6ziinmiis madde konsantrasyonu da artmaktadir. Bu durum iyonik
dengenin bozulmasma, mitokondriyal matrisin sigsmesine ve sonugta dig
mitokondriyal zarin yirtilmasina ve proapoptotik proteinlerin sitozole salinimi ile

paralel hepatositlerin apopitozuna veya nekrozuna neden olmaktadir. Bu durum
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ilerleyen donemde KC yetmezligine kadar gotiirebilecek inflamasyon derecesi
yiiksek sitolitik hepatite yol agmaktadir (Green ve Kroemer 2004, Baines ve ark
2005). Mitokondriyal bozukluklar, ozellikle yag asitlerinin beta-oksidasyon ile
metabolize edilememesi sonucu, kanda dogrudan serbest yag asidi miktarlarinin
yiikselmesine, dolayli olarak da serbest radikal ve laktat miktarlarinin yiikselmesine

neden olmaktadir (ARICI 2008).
1.10.4.3. Dogustan gelen immiin sistem

Inflamasyon hem akut hem de kronik KC hasarinin ayrilmaz bir bilesenidir.
KC dokusunda yerlesik makrofajlar olan Kupffer hiicreleri, dendritik hiicreler, NK
hiicreleri ile NK-T hiicrelerinden olusan genis hiicre popiilasyonu ile KC’in
inflamasyona kars1 bir bagisiklik orgami olarak islev gordiigii bilinmektedir. Bu
bagisiklik hiicreleri ile, KC’in bagisiklik dist hiicreleri arasinda yakin bir etkilesim
s6z konusudur. Dogustan gelen bagisiklik sistemi hiicreleri, sadece inflamatuar
sitokinlerin, 6zellikle TNF-o'nin kaynaklari olmayip ayn1 zamanda KC hasarina bagli
ortaya ¢ikan apopitozu indiikkleyen FasL ve TRAIL gibi ligandlarin da kaynagidir.
Dogustan gelen bagisiklik sisteminde FasL ve TRAIL ligand diizeyi fazla olan
bireylerde KC hasarmin daha siddetli seyrettigi bildirilmektedir (Chen ve ark 2007,
Szabo ve ark 2007).

1.10.4.4. Kolestatik karaciger hasari

Kolestatik KC hasari, safra akist bozukluklarina bagli ortaya ¢ikan bir
hasardir. Toksik safra asitlerinin yliksek hepatoseliiler seviyeleri ile karakterizedir.
Safra tuzu ile indiiklenen KC hasarinin mekanizmalari, in vitro modellerin yan1 sira
safra kanal1 bagli deneysel hayvan modelleri ile in vivo olarak da incelenmistir. Safra
tuzu toksisitesinin, dogrudan deterjan aktivitesi igin gerekli olan kritik misel
konsantrasyonunun altinda  kalan lipofiliklik, konjugasyon durumu ve
konsantrasyonu ile iliskili oldugu; 6rnegin glisin ile konjuge kenodeoksikolik asidin,
taurin ile konjuge kenodeoksikolik asitten daha toksik oldugu ve hepatosit
apopitozunun kolestatik KC hasarlarinin belirgin bir 6zelligi oldugu bildirilmistir
(Miyoshi ve ark 1999). Ayrica glisin ile konjuge kenodeoksikolik asidin FasL ve
TRAIL reseptor ekspresyonlarini artirarak, hepatosit apopitozuna neden oldugu

bildirilmistir (Faubion ve ark 1999, Higuchi ve ark 2001).
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1.10.4.5. Hiicre i¢i iyon dengesinin bozulmasi

Tedavi amach kullanilan bazi ilaglar, hepositlerde hiicre i¢i proteinlerle
kovalent baglanarak, baglica kalsiyum dengesi olmak iizere hiicre igi iyon dengesinin
bozulmasina neden olur. Hiicreler deplazmolize olarak hiicre membrani pargalanir ve

hiicre 6liimii gerceklesir (ARICI 2008).
1.11. Radyoterapi

RT, kanser hastalarinda kiiratif amagli olarak, yani tiimorii tamamen ortadan
kaldirmanin miimkiin oldugu durumlarda veya palyatif amacli olarak yani tiimori
tamamen ortadan kaldirmanin miimkiin olmadigi durumlarda kullanilir. Kiiratif RT
primer, kombine ve Kkoruyucu tedavi olarak kullanilir. Primer RT baslica
radyoduyarliligi yiiksek tiimoérlerde ana tedavi yontemidir. Tedavide hedef kiir
saglamaktir. Kombine tedavi ise kiir sansini artiran 2 veya daha fazla tedavi
yonteminin birlikte kullanildigi tedavi yontemidir. Daha ¢ok ileri evre kanserli
hastalarda KT ve cerrahi miidahalerle birlikte kullanilir. Koruyucu RT de lokal ve
bolgesel niiks riski bulunan hastalara uygulanir. Tedavide amag lokal kontroliin
saglamasidir. Palyatif RT kiir sans1 bulunmayan kanser hastalarinda, primer tiiméor ve
metastazlarin ~ bolgesel veya sistemik etkilesimleri sonucu ortaya ¢ikan

komplikasyonlarin giderilmesinde kullanilir (Halperin ve ark 2013).
1.11.1. Radyoterapinin yan etkileri

RT sirasinda veya RT sonrast 6zellikle ilk 3 ay icerisinde ortaya ¢ikan akut
etkiler, tedavi alani igerisine giren ve proliferasyon hizi yiiksek hiicrelerde ve
dokularda (kemik iligi, gastrointestinal sistem mukozasi, deri, tiikriik ve salgi bezleri)
gorilir. Ciltte kizariklik, gerilme, kuruma, dermatit ve hiperpigmentasyon
gortilebilir. RT uygulanan anatomik bolgeye bagli olarak oral ve laringeal mukozit,
0zofajit, ve 6dem, yutma gii¢liigli, tiikiiriik sivisinda koyulagma, agiz kurulugu ve tat
duyusunda bozulmalar goriilebilir. Kulak ve burun RT alan1 i¢indeyse, orta ve dis
kulak iltihab1, nazal kuruluk ve kasint1 goriilebilir. Akut etkilerin ortaya ¢ikmasinda
RT parametrelerinin (toplam doz, fraksiyon dozu, toplam tedavi siiresi ve uygulanan
radyasyon voliimii) yani sira, hastanin yasi ve genel durumu, RT Oncesi veya
eszamanli KT uygulamasi ve RT uygulanmasi Oncesinde gecirilmis cerrahi

operasyonlarin niteligi gibi faktorler de 6nemli rol oynar (Dorr ve Gabrys 2018).
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RT sonrasi yaklasik 3-6 ay igerisinde gozlenen gec etkiler ise, tedavi alani
icerisine giren ve proliferasyon hizi diisiik hiicrelerde ve dokularda (yumusak
dokular, bag dokular1, sinir dokusu hiicreleri, kemikler) goriiliir. Bu dokularda tedavi
stirecinde ¢ogu zaman akut etkiler goriillmezken, ge¢ donemde 6nemli etkiler ve
komplikasyonlar goriiliir. Akut etkilere nazaran genellikle kalicidirlar. Geg etkilerin
ortaya c¢ikmasinda, uygulanan RT’nin toplam ve fraksiyonel dozu son derece
onemlidir. Geg¢ etkilere yumusak dokularda fibrotik degisiklikler, atrofi ve
tilserasyonlar, deride atrofi, varis olusumlar1, hipo veya hiperpigmentasyon, kemik
nekrozu, isitme kayiplari, gérme bozukluklar: ve endokrin bozukluklar 6rnek olarak

verilebilir (Dorr ve Gabrys$ 2018).

GIS ve iiriner sistemde olusan yan etkiler ¢ogu zaman gec etkiler olup, RT
sonrast siklikla 2-5. yillar aras1 gézlenir. Pelvik bolge 1sinlamalarindan sonra goriilen
gec etkiler arasinda da fistiil ve stenoz olusumlar1 ve ciddi kanamalar goriilebilir.
RT’nin en ciddi geg etkilerinden biri de tedavi sonrasi ikincil kanser olusumlaridir.
RT uygulanan kanser hastalarinda, RT uygulanmayan hastalara kiyasla, artmis ikincil
kanser insidansi ve ge¢ etkilere baglh diisiik yasam kalitesi dikkati cekmektedir. RT
sonrast 5-10 yillik zaman diliminde ikincil kanser olusumlarinin goriilme siklig

yaklagik %4-8 arasindadir (Wenzel ve ark 2003, Dirier ve Andi¢ 2010, Celik 2014).
1.11.1.1. Radyoterapinin karaciger iizerine yan etkileri

RT sonrast KC’de akut veya kronik etkiler ortaya ¢ikabilir. KC’de RT’nin
akut etkileri arasinda DNA hasari, oksidatif stres, hepatositlerin apopitozu ile serbest
radikaller ve ROT’inin neden oldugu akut inflamasyon yer alir. Bu akut etkilere bagh
gelisen hasarlarin ¢ogu onarilabilir hasarlardir. Ancak RT sirasinda ve sonrasinda
gerekli klinik tedaviler uygulanmazsa, bu hasarlar kronik (kalic1) radyasyona bagl
KC hasar1 (RILD)’na déniisebilir. RILD'nin klinik belirtilerini tespit etmek zordur,
KC yetmezligine kadar ilerleyebilir (Li ve ark 2021).

RILD ile ilgili yapilan klinik ¢alismalarda, KC’ne RT uygulanan hastalarda
ilk i¢ ay i¢inde vendz tikaniklara bagli hasarlarin gelisebilecegini gostermistir.
RILD’nda, fibrinlerin santral ven ve siniizoidlerde birikmesiyle paralel kollajen
birikimlerinin de arttig1 ve bu durumlara bagli olarak portal basincin yiikselmesine

neden oldugu bildirilmistir (Li ve ark 2021).
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RILDmin patolojik belirtileri; akut radyasyon hepatiti, pre-hepatik fibrozis,
KC fibrozisi ve KC sirozu olmak iizere 4 farkli patolojik evrede incelenir. Akut
radyasyon hepatiti genellikle RT sonrasi 1 ay iginde KC’deki kiigiik kan
damarlarinda ve siniizoidlerde genisleme, tikaniklik ve kanama ile birlikte ortaya
cikar. Pre-hepatik fibrozis, genellikle RT sonrasi 1-3 ay arasinda ortaya cikar.
RT’den yaklasik 6 ay sonra ortaya ¢ikan KC fibrozisi evresi, hepatik siniizoidal
kilcallik ile karakterizedir. Hepatositler elektron mikroskobu ile incelendiginde,
Disse boslugu ve KC siniizoidlerinde ¢ok sayida kollajen lif pargalar1 ve demetleri
goriiliir. KC sirozu ise genellikle RT’den 9-12 ay sonra ortaya ¢ikar. Kiigiik kan
damarlariin ve siniislerin duvarlarinda retikulum lifleri, laminin ve kollajen lifleri

onemli 6l¢iide artar (Jiang ve ark 2006).

RT sadece KC’in morfolojik 6zelliklerini, KC’deki hiicrelerin patolojisini ve
etki mekanizmasini degistirmekle kalmaz, ayni zamanda enzim aktiviteleri ve bir¢ok
biyomolekiil metabolizmasi tizerine ciddi bazi yan etkilere neden olur. Plazma
lipozomlarindaki degisiklikleri tanimlamak igin diisiik doz oksijen iyonlarina (*°0)
ve protonlarma (*H) maruz birakilan fare modelinin kullanildigi bir ¢alismada, RT
sonrast gliserofosfolipid metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi ve amino asit
metabolizmasi siire¢lerinde 6nemli degisikliklerin ortaya ¢iktigi, bu degisikliklere
ilaveten dislipidemi ve lipid peroksidasyonu da goézlendigi bildirilmistir. Bu
degisikliklerin diisiik doz yiliksek LET’li radyasyona maruz kaldiktan sonra genel
saglik tizerinde uzun vadeli etkilerinin olabilecegi bildirilmistir (Christiansen ve ark
2006).

KC viicudun 6nemli bir metabolik organidir. Pihtilasma faktorleri gibi 6nemli
serum proteinlerinin sentezi, kolesterol ve steroid hormonlarinin sentezi, glikojenler,
ilag metabolizmas1 ve diisiik radyasyon duyarliligini siirdiirmek i¢in redoks dahil
olmak iizere birgok 6nemli metabolik islevi yerine getirir. IR’un KC fonksiyonu ve
enzimler {izerindeki etkisi nedeniyle, hepatosit metabolizmasindaki degisiklikler
kagiilmazdir. Nagiev ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada, ratlarin KC bolgesine 28,5
Gy/kg'lk tek doz °Co gama 1smlar1 uygulanmis, uygulamadan 1 saat sonra iiridin,
sitidin ve niikleozit fosfat diizeylerinde 6nemli bir diisiis, yine uygulamadan 24 saat
sonra pirimidin niikleozit monofosfat diizeylerinde ise 6nemli bir artis gézlenmistir

(Nagiev 1995, Li ve ark 2021).
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Tim viicut dokusunun radyasyona tepkisini incelemek igin yapilan bir
calismada, farelere 6 Gy gama 1sinlari ile RT uygulanmig, RT’den 12 saat sonar KC,
serum ve idrarin metabonomik analizi yapilmis, analiz sonuglarinda idrar ve KC 3-
metilglutaril karnitin ve tridin diizeylerinin yiikseldigini gozlenmistir (Golla ve ark
2017). Ayrica RT’nin, DNA metilasyonuna bagli gen ekspresyon modellerinde, KC
hiicrelerinin metabolizmasinda 6nemli degisikliklere neden oldugu bildirilmistir
(Antwih ve ark 2013).

Tiim viicut gama (3,0 ve 7,8 Gy) veya proton (3,0 Gy) 1sinlamasindan sonra
C57BL/6 cinsi farelerin KC’indeki metabolik degisikliklerin incelendigi bir
calismada, RT sonrasit kolin, o-fosfokolin ve trimetilamin N-oksit diizeylerinin
anlamli bir sekilde diistiigli, buna karsin glutamin, fosfat, glutatyon, kreatinin, malik
asit, betain ve 4-hidroksifenilasetik asit diizeylerinin arttigi gozlenmistir. Bu
bulgulara gore betain, 4-hidroksifenilasetik asit, kolin, glutamin ve trimetilamin N-
oksit gibi bazi metabolitlerin, fare KC’inde RT hasarina karsi potansiyel 6n tani

biyobelirtegleri olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir (Xiao ve ark 2017).

Son yillarda yapilan baz1 ¢alismalarda RT’nin KC’deki gen
modifikasyonlara da etkisi incelenmistir. Yapilan bir ¢alismada, mikrodizi ve tiim
havuzlama stratejisi kullanilarak, siirekli diisitk doz oranli gama isinimindan (2Gy)
sonra rat KC’lerinin transkriptomu analiz edilmis; toplam 209 gen arasindan 143
tanesinde asagi ve yukari yonde farkli ekspresyon diizeyleri gozlenmistir. Bu
genlerden de 27 tanesinin IR maruziyetinin diizenlenmesinde 6nemli rollerinin
oldugunun daha 6nce yapilan caligmalarda ortaya kondugunu bildirmislerdir. Diger
bir ¢alismada, kiiltiire edilmis rat hepatositlerine, tek doz 8 Gy RT uygulanmus, 6 saat
sonra 10 genin yukar1 yonde eksprese edildigi gorilmiistir. KC’in lipit
metabolizmasindaki rolii iizerine ¢ok sayida genin etkisinin bulundugu bilinmektedir.
RT’nin bu genlerin ekspresyonlarina etkileri, cDNA dizilerinin gen ekspresyon
analizleriyle degerlendirildigi ¢aligmalar da yapilmistir (Christiansen ve ark 2006, Li
ve ark 2021).

1.12. Radyokoruyucu Ajanlar

Radyokoruyucu ajanlar, radyasyona karsi canli organizmalart koruyan ve
onlara diren¢ kazandiran maddelerdir. Bazi radyokoruyucular hedef doku ve

hiicrelerin radyoduyarliliklarini etkilemeden normal doku ve hiicreleri 6nemli oranda
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korurlar. Bu maddeler vazokonstriksiyon ile birlikte viicutta 6énemli organlarin O
konsantrasyonlarini azaltarak yani hipoksik kosullar saglayarak etkisini gosterir.
Histamin, adrenalin, serotonin, NaCN ve CO bu maddelerin &nemli drnekleridir
(Prasad 2004, Prasad 2005) Giiniimiize kadar pek ¢ok radyokoruyucu arastirilmis,
elde edilen sonuglar incelendiginde bunlarin 2 veya 3 C’lu diiz bir zincire sahip
olduklari, zincirin farkli uclarinda tiyol (siilfidril/-SH) gruplar ile amin vb. kuvvetli
bazik gruplarin yer aldig1 goriilmiistiir. Ozellikle (-SH) gruplarmnin radikal siipiiriicii
etkilerine bagli olarak X ve gama i1sinlarinin olumsuz etkilerine karsi
koruyuculuklarinin yiiksek oldugu bilinmektedir. (-SH) gruplar1 O yerine serbest
radikallere baglanarak radikal olusumunu bloke eder (Jagetia 2007, Shirazi ve ark
2007).

Yapisinda (-SH) gruplar1 bulunan antioksidan maddelerin aktivitesinde,
madde bilesiminde yer alan tiyol sayis1 ve siilfiir (S) atomlarnin oksidasyon durumu
onemli rol oynar. Radyokoruyucular kavramsal olarak ilk kez 1942 yilinda Dale
isimli bilim adamu tarafindan terminolojiye dahil edilmistir. Radyokoruyucu ilaglara
yonelik ilk arastirma ise 1949 yilinda Patt ve ekibi tarafindan yapilmistir. Ratlar
tizerinde uygulanan bu deneysel ¢alismada, letal dozda uygulanan RT’den 15 dakika
oncesinde hayvanlara intravendz (i.v.) yolla sistein amino asidi uygulanmis, bu
uygulamanin hayvanlarin sag kalim siirelerini artirdigi gozlenmistir (Patt ve ark

1949).

Radyokoruyucularin etki mekanizmasi, IR maruziyetinde suyun radyolizi
sonucu agiga c¢ikan su metabolitlerinin endojen veya eksojen kaynakli bazi
maddelerce inaktif hale getirilmesine dayanir. Bu sayede bu metabolitlerin hiicre i¢i
bilesenlerle reaksiyona girmesi engellenir. Diger bir etki mekanizmasi ise, IR
maruziyetinde olusan serbest radikallere radyokoruyucular tarafindan hidrojen atomu
baglanmasidir. Hiicre mitozunun inhibisyonu, karma disiilfid bilesiklerin olusumu ve
dokularda hipoksinin uyarilmasi ise diger bir radyokoruyucu etki mekanizmasidir.
Ornegin aminotiyollerin radyokoruyucu etkisi, IR maruziyetinde hiicresel
proteinlerde yer alan tiyol bilesiklerindeki S atomlarmin indirgenmesine ve
yiikseltgenmesine dayanir. Bu mekanizma ile hiicresel proteinlerin yaklasik %50’si

serbest radikal hasarindan korunur (Varanda ve Tavares 1998).
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Tiyol ve disiilfitler DNA’ya da baglanabilirr DNA’ya baglanmalar
durumunda, DNA replikasyonunu geri doniisiimlii olarak inhibe eder ve DNA’nin
yapisini stabil halde tutar. Bu durum DNA hasarinin onarimina yonelik zaman
kazandirir. Hiicresel ortamda O konsantrasyonu yeterli diizeyde ise, koruyucu etkili
tiyol gruplart serbest radikaller tarafindan oksidasyona ugrar. Oksidasyon
asamasinda O2’nin tiiketilmesi, hiicre i¢inde O doygunlugunu azaltir ve bunun
sonucunda tiyol gruplar1 ve hiicresel proteinlerdeki S atomlarinin oksidasyonu azalir.
Yapilan ¢alismalarda ortamin hipoksik kosullarda olmasinin, baslica tiyol bilesikleri
gibi radyokoruyucu ajanlarin etkilerinin artirilmasina katkida bulunabilecegi
gosterilmistir (Prasad 2005). Radyokoruyucu ajanlar Cizelge 1.5.’de goriilecegi tizere

4 grupta incelenir.

Cizelge 1.5. Radyokoruyucu ajanlar (Kelle 2008).

G o Diger
Tiyol bilesikleri TIXOI weren Farn}akolo_]lk radyokgruyucu
bilesikler ajanlar .
ajanlar
Sisteamin Tiourasil Analjezikler alp gl,t_)l nllkl?lk —
tiirevleri
Sistamin Siilfoksitler Trankilizanlar Sodyum floroasetat
Sistein Tiazolinler Kolinomimetikler | Paraaminopropiopen
2- i o Melitin ve diger ar1
merkaptoetilguanidin Holeeler Sempagmimetkler zehiri bilese%ﬂeri
Siilfonlar Alkol Endotoksinler
Dopamin Adenozin
Histamin Camp
Serotonin Antibiyotikler
Hormonlar Lipitler
Kolsisin Eritropoetin
Kalsiyum kanal s
blokorleri S
Hidroklorik
merkaptoetilamin
WR-638
WR-2721
WR-44923

1.13. N-Asetilsistein

NAS, ilk kez 1960’11 yillarda kullanima sunulan, L-sistein amino asidine
asetil grubu ve nitrojen (N) baglanmasi ile olusan bir bilesiktir. NAS’in kimyasal
formiilii CsH9NO3S olup, molekiil agirligr 163,19 gr/mol’diir. Tabi hali beyaz renkte
ve kristal toz seklindedir. Polaritesi yiiksek sivilarda 6rnegin etanol, su ve mineral

asitlerde ¢Oziintirliikleri yiiksektir. Kaynama noktasi yaklasik 110°C civarindadir.
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Parasetomol gibi ilag zehirlenmelerinde ve mukus sekresyonlarinin pargalanmasinda
mukolitik etkileriyle tedavi segeneklerinde on plana ¢ikarlar. Mukolitik etkinliklerini
ozellikle bronsit, bronsektazi, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH), pnémoni,
amfizem ve Kkistik fibrozis hastalarinda mukus yapisinda yer alan
mukoproteinlerinlerde disulfit baglarin1  kopararak mukusun sivilagmasini ve
viicuttan kolaylikla atilmasin1 saglayarak gosterirler. Etkinlikleri yapilarinda bulunan
(-SH) gruplarindan ileri gelir. Glutatyon (GSH) 6nciilii bir bilesiktir. GSH o6nciilii
olarak son zamanlarda antioksidan etkileri de birgok ¢alismada gosterilmistir (Neal
ve ark 2003). NAS antioksidan etkisini hiicreleri serbest radikal saldirilarindan 2

farkli sekilde koruyarak gosterir;

1- Yapisinda yer alan serbest (-SH) gruplart araciligiyla O, radikalleriyle dogrudan
reaksiyona girerek H202, HCIO ve OH radikallerini temizlerler (Aruoma ve ark
1989).

2- GSH prekiirsorii olarak islev goriirler. Molekiiler yapisi nedeniyle hedef hiicre
icine kolayca girerek burada asetil grubundan ayrilir ve L-sisteine doniisiir. L-sistein

de glutatyon sentezini aktive eder (Gillissen ve Nowak 1998).

GSH, hiicre i¢indeki en onemli antioksidan bilesiktir. Baslica KC olmak
tizere pek ¢ok dokuda glisin, sistein ve glutamik amino asitlerinden sentezlenir.
Hiicresel proteinlerdeki (-SH) gruplarini rediikte halde tutarak oksidasyona karsi
bariyer gorevi Ustlenir ve bu sayede Onemli proteinlerin ve enzimlerin islevleri
korunmus olur. GSH aminoasitlerin hiicre membranindan gegisini ve viicut igin
zararli  bilesiklerin  saglar.  Hemoglobinin  oksidasyonunu  engelleyerek
methemoglobin olusumunu 6nler. Kan hiicrelerini ve retinayi oksidatif hasara karsi
korur. Bagirsak epitel hiicreleri ve lenfositlerin bdliinmesi ve c¢ogalmasi igin
gereklidir. Spermatogenezde énemli rol oynar. Immun sistemin gii¢lendirilmesinde;
enfeksiyonlarin inhibisyonunda, T-lenfositlerin ve sitokinlerin aktivasyonunda rol
oynarlar. GSH eksikliginde viicut dokularinda oksidatif stres artar. Serebrovaskiiler
ve kardiyovaskiiler hastaliklar, Parkinson, Alzheimer gibi norolojik hastaliklar, KC
hastaliklari, anemi, kanser ve diyabet gibi pek ¢ok hastalik ortaya ¢ikabilir (Spapen
ve ark 1998, Sochman 2002).
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1.13.1. NAS’in emilimi, atilim1 ve biyoyararlanimi

NAS oral yoldan alindiginda hizla emilir ve sonrasinda basta KC olmak iizere
akciger ve bobreklere gecer. Gastrik ve intestinal sekresyonlara karsi stabildir. NAS,
plazma ve akciger dokusunda serbest halde bulunabilecegi gibi, ayn1 zamanda
hiicresel proteinlere distilfit kopriileriyle geri dontisiimlii olarak baglanmis halde de
bulunabilir. Uygulama sonras1 yaklasik 1 saat igerisinde plazma konsantrasyonu en
yiiksek noktaya ulasir. Viicutta birikmez, akciger dokusunda konsantrasyonu daha
yuksektir. KC’de metabolize olup, iiriner ve solunum sistemi araciligiyla viicuttan

uzaklasir (Flanagan ve Meredith 1991).

Insanlarda oral yoldan alman 100-600 mg/giin NAS’in hizla emilmesine
karsin, biyoyararlanimin %10’dan daha az oldugunu bildirilmistir (Flanagan ve
Meredith 1991). Borgstrdm ve ark. bu diisiik biyoyararlanimm NAS’in GIS’de ve
KC’de hizli bir sekilde metabolize edilmesiyle iliskili olabilecegini, buna karsin
deneysel hayvan calismalarinda, NAS’in hemen hemen tamaminin deasetilasyon

sonucu sisteine metabolize edildigini bildirmislerdir (Borgstrém ve ark 1986).
1.13.2. NAS’in farmakokinetigi

NAS’in farmakokinetigi, N-asetilsistein ve N,N-diasetilsistein gibi cesitli
formlarda bulunabilmesi ve metabolize edilmeleri sonucunda agiga c¢ikan sistein,
sistin, metiyonin, GSH disiilfit karigimlart vb. iirlinlerin konsantrasyonlarinin artmast
sebebiyle biraz karigiktir. Intravendz (i.v.) uygulanmalarinda yarilanma dmiirlerinin
2-6 saat arasinda oldugu ve uygulanan doz miktarmin yaklagik 1/3’{inlin metabolize

olmadan idrarla uzaklastigi bildirilmistir (Flanagan ve Meredith 1991).
1.13.3. NAS’in biyolojik etkileri

NAS, KC GSH’unun baslica kaynagi olan sistein ihtiyacina katki saglar.
Hasara ugramis hiicresel proteinlerdeki distilfit baglarin1 parcalayarak serbest
radikalleri ve metal atomlarin1 uzaklagtirir. NAS’in antiinflamatuvar, antioksidan ve
hiicre koruyucu 6zelliklerinin yaninda, 6zellikle kiiclik kan damarlarinda kan akigini
artirdigi ve endotelyal koruma sagladigi bildirilmektedir (Spapen 2004). Yapilan
calismalarda NAS’in serbest O radikallerinden kaynakli apopitozu ve bozulmus

redoks potansiyelini baskiladigini, bu baskilanmanin NAS yapisinda bulunan (-SH)
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gruplarinin antioksidan ve niikleofilik 6zelliklerine bagli oldugu bildirilmistir (De

Flora ve ark 2001).

Lipit preoksidasyonu, hiicre membranindaki proteinlerin oksidasyonunu
artiran, dolayisiyla hiicre membraninin normal islevinin bozulmasina neden olan
onemli bir faktordiir. NAS, lipit ve protein oksidasyonunu engelleyen ve hiicre
biitiinliigiiniin devaminda 6nemli etkileri olan bir bilesiktir (Valko ve ark 2007).
Mitokondriyal oksidatif hasar, beyin yaslanmasinda ve yasa bagli norodejeneratif
hastaliklarda rol oynar. NAS ile yapilan bazi calismalarda, NAS’in ndronal
hiicrelerde apopitotik hiicre 6liimiinti 6nledigi ve yash farelerde sinaptik mitokondri
proteinlerini oksidatif hasardan korudugu gosterilmistir (Martinez ve ark 1996).
Martinez ve ark.’nin 48 haftalik OF-1 cinsi fareler tizerinde yaptigi bir ¢alismada bu
tiyolik bilesigin diyetle uygulanmasinin yasa bagli hafiza kaybin1 geciktirip
geciktirmedigini arastirilmis; diyetlerinde % 0,3 NAS (w/w) bulunan farelerde,
deneysel caligmanin baslangicindan 23 hafta sonra, yaslanma ile iligkili hafiza

eksikliklerinin kismen giderildigi gozlenmistir (Martinez ve ark 2000).

NAS’in kanser tedavisinde KT protokollerinde yer alan siklofosfamid ve
doksorubisin gibi sitotoksik ilaglara kars1 da koruyucu oldugu, klinik ¢alismalarda ve

deneysel hayvan ¢alismalarinda gosterilmistir (Holdiness 1991).
1.13.4. NAS’in radyokoruyucu etkileri

Serbest radikallerin temizlenmesi ve radyasyona bagl olusan DNA hasarinin
onariminda hidrojen atomu temini son derece 6nemlidir. GSH, bu noktada 6nemli bir
hidrojen kaynagi olup, enzim yapisinda olmayan ve ¢ozilinebilir bir antioksidan
olmasmin yaninda, en yaygin tiyol-disiilfit redoks tamponudur. NAS’in hiicre i¢i
sistein kaynagi ve dolayisiyla GSH’un prekiirsorii olarak oksidatif stresle iliskili
hastaliklar basta olmak iizere radyasyona bagli ortaya ¢ikan DNA hasarlarini da
onledigi gosterilmistir (Wanamarta ve ark 1989, Weiss 1997).

Askorbik asit, lipoik asit ve K vitamini gibi yaygin kullanilan antioksidanlar
serbest O radikallerini dogrudan nétralize ederken, NAS sistein prekiirsorii olarak,
viicutta GSH sentezi icin gerekli sisteini temin ettigi i¢in oksidatif strese bagh
gelisen hasar ve hastaliklarda daha etkili ve giivenli oldugu bildirilmektedir (Prescott

2005). Benzer mekanizma ile NAS’in viicut dokularinda GSH diizeylerini artirarak
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IR bagl hiicresel hasarm onarilmasinda 6nemli rol oynadigi belirtilmektedir

(Sridharan ve Shyamaladevi 2002).

Neal ve ark.’nin yaptiklart bir ¢alismada C57BL/6 cinsi farelere 18 Gy tiim
viicut RT uygulanmis, RT 6ncesi verilen NAS’in D ve L izomerlerinin akciger, KC,
dalak ve eritrositlerde radyokoruyucu etkileri incelemis; D-NAS izomerinin akciger
dokular1 ve eritrositlerde, L-NAS izomerinin ise dalak dokularinda GSH

deplesyonunu inhibe ettigini gézlemislerdir (Neal ve ark 2003).

IR’un neden oldugu hepatik toksisite ve DNA hasar1 lizerine NAS’in
radyokoruyucu etkisinin arastirildigi deneysel bir hayvan c¢alismasinda; 7 giin
boyunca hayvanlara 1 gr/kg intraperitoneal (i.p.) NAS enjeksiyonu uygulanmis, son
dozdan 1 saat sonra 6 Gy tiim viicut gama iginlamasimi takiben 24 saat sonra,
hayvanlar sakrifiye edilmislerdir. Hepatik toksisite belirtecleri olarak KC doku
homojenatlarinda malondialdehit (MDA), siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), GSH ve toplam nitrat/nitrit (NO(X)) diizeyleri analiz edilmis,
DNA hasar1 i¢in ise agaroz jel elektroforezi uygulanmistir. Analiz sonuglarinda
sadece RT uygulanan hayvanlarda MDA ve toplam NO(x) diizeylerinin 6nemli
olgiide arttigl, GSH, GSH-Px ve SOD diizeylerinin azaldigi, buna karsin RT oncesi
NAS uygulanan hayvanlarda ise MDA, NO(x) ve DNA hasar diizeylerinde 6nemli
bir disiis ile birlikte GSH, GSHPx ve SOD diizeylerinde artig goriilmiistiir. Ayrica
KC dokularinin histopatolojik incelemeleri de bu biyokimyasal sonuglari

desteklemistir (Mansour ve ark 2008).

IR’a bagli KC hasar1 iizerine NAS’in radyokoruyucu etkisinin amifostin
(WR-2721) ile karsilastirildig bir hayvan ¢aligmasinda; farkli deney gruplarinda tek
doz 1000 mg/kg NAS ve 200 mg/kg WR-2721 (i.p.) enjeksiyonu uygulanmis,
uygulamadan 15 dakika sonra 6 Gy tiim viicut gama 1gimlamasini takiben 72 saat
sonra, hayvanlar sakrifiye edilmislerdir. Toplanan KC dokular1 ve serum
orneklerinde GSH, MDA ve miyeloperoksidaz (MPO) diizeyleri analiz edilmis;
sadece RT uygulanan grupta doku ve serum GSH diizeylerinin kontrol ve diger
gruplara kiyasla anlaml sekilde azaldigi, RT+NAS ve RT+WR-2721 gruplarinda
doku MDA diizeylerinin sadece RT uygulanan gruba kiyasla yine anlamli sekilde
azaldig1 gortilmistir. RT+WR-2721 grubunda ise serum MPO diizeylerinin RT
grubuna kiyasla anlaml sekilde diisiik oldugu goriilmiistiir (Kilciksiz ve ark 2008).
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IR’un neden oldugu bobrek hasari iizerine NAS’in radyokoruyucu etkisinin
incelendigi bir ¢aligmada, ratlara 7 giin boyunca 300 mg/kg NAS (i.p.) enjeksiyonu
uygulanmis, deney siiresinin 5. giiniinde 6 Gy tiim viicut X 1sinlamasini takiben 96
saat sonra, hayvanlar sakrifiye edilmislerdir. Hazirlanan doku homojenatlarinda
MDA ve GSH diizeyleri analiz edilmis, elde edilen sonuglarda RT grubuna kiyasla
RT+NAS grubunda MDA diizeylerinin anlaml sekilde azalirken, GSH diizeylerinin
arttigr  bildirilmistir.  Ayrica  yapilan  histopatolojik  incelemelerde  ve
immunohistokimyasal analizlerde, RT grubunda renal korpiiskiillerde ve tiibiillerde
genisleme, tiibiillerarasi bosluklarda tikanikliklar, artmig tiibiiler nekroz skorlari
(TNS) ile kaspaz-3 ekspresyonlar1 dikkati ¢ekerken, RT+NAS grubunda TNS ve
kaspaz-3 diizeylerinin anlamli sekilde diistigi gézlenmistir (Mercantepe ve ark
2019).

IR maruziyetinde ortaya cikan over yetmezligi ve over rezerv kaybi iizerine
NAS’in radyokoruyucu etkisinin incelendigi bir c¢aligmada, disi farelere 7 giin
boyunca 300 mg/kg NAS (i.p.) enjeksiyonu uygulanmis, deney siiresinin 7. giiniinde
4 Gy tim vicut X i1smlamasmi takiben 24 saat sonra, hayvanlar sakrifiye
edilmislerdir. Biyokimyasal, histolojik ve immiinohistokimyasal analizler
kapsaminda serum hormon (0strojen, progesteron, folikiil stimiile edici hormon
(FSH) ve antimiillerian hormon (AMH) diizeyleri, oksidatif stres belirteglerinden
GPx ve 8-OHdG diizeyleri, apopitoz ve hiicre proliferasyon analizleri, over
folikiillerinin gelisimi, endometrial luminal epitel hiicreler iizerinde morfolojik
gozlemler ve fertilite degerlendirmeleri yapilmis. Elde edilen sonuglarda, NAS’in
over ve endometrium fonksiyonunu basarili bir sekilde restore ettigi, embriyo
implantasyonunu ve folikiil gelisimini iyilestirdigi ve graniiloza hiicrelerinde
oksidatif stres ve apopitoz seviyesini azaltarak graniiloza hiicrelerinin ¢ogalmasini

tesvik ederek anormal hormon seviyelerini azalttig1 goriilmistiir (Gao ve ark 2017).

IR ile indiiklenen dermatite karst NAS’in radyokoruyucu etkisinin amifostin
(WR-2721) ile karsilastirildig bir ¢alismada; ratlarin sol arka bacaklarina tek doz 18
Gy RT uygulanmis, 45 giinlik deney siirecinde hayvanlarda gelisen akut cilt
reaksiyonlart her 3 giinde bir skorlanmis, 45 giiniin sonunda sakrifiye edilen
hayvanlarin cilt dokularinin histopatolojik degerlendirmeleri yapilmistir. Klinik ve
histopatolojik degerlendirmelerde; RT uygulanan gruplarda, kontrol grubuna kiyasla
dermatitin anlaml olarak arttigi. RT+NAS ve RT+WR-2721 gruplarindaki dermatit
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siddetinin ise, RT grubuna gore anlamli olarak daha diisiik oldugu gozlenmistir. Elde
edilen bu sonuglar 1s181nda, NAS ve WR-2721'in RT ile artan dermatit siddetine
kars1 koruyucu etkilerinin klinik ve histopatolojik olarak benzer oldugu bildirilmistir
(Demirel ve ark 2010).

1.14. Okse Otu

VA, diinya genelinde farkli isimlerle bilinen, baglica Avrupa ile bat1 ve giiney
Asya'ya 0zgii yar1 parazitik bir bitkidirr. VA, binlerce yildir Avrupa ve Asya’da halk
tibbinda yaygin olarak kullanilan, &zellikle Avrupa’da anksiyete, uykusuzluk, bas
agrist, mide ve {riner sistem rahatsizliklar1 basta olmak iizere kanser, hipertansiyon,
diyabet ve ateroskleroz gibi c¢esitli hastaliklart 6nlemede ve iyilestirmede faydali
etkileriyle 6ne ¢ikan bir bitki tiirii olmustur. VA’ ndan giiniimiize kadar izole edilen
bilesikler arasinda heterodimerik yapili glikoproteinler, polisakaritler, lektinler,
aminler, triterpenler, viskotoksinler, alkaloidler, lipitler, peptitler, siklitoller ve
flavonoidleri yer almaktadir. VA bitkisinde bulunan bu bilesiklerin antioksidan,
antikanser, antihipertansif, antidiyabetik, immiin diizenleyici, sedatif, ve karacger
koruyucu etkileri basta olmak {izere genis kapsamli biyolojik aktivitelere sahip
oldugu yapilan bilimsel ¢alismalarla ortaya konmustur. Ornegin Avrupa VA (VAE)
bitkisi ile yapilan in vitro c¢alismalarda, insan kanser hiicre hatlarinda hiicre
proliferasyonunu onemli oranda inhibe ettigi, benzer sekilde in vivo ¢alismalarla da
inflamasyonu ve kanser gelisimini Onledigi bildirilmistir. Avrupa’da fito-
farmakolojik {irin ireticisi bir¢ok firma tarafindan Iscador, AbnobaViscum,

Cephalektin, Eurixor, Helixor, Isorel ve Lektinol gibi VA ekstraktlarindan elde

edilen preparatlar, ticari olarak tiim diinyaya pazarlanmaktadir.
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1.14.1. Botanik ozellikleri ve cografi dagilim

VA gift ¢enekli, boceklerle tozlanan, konakgi olarak yapraklarini dokmeyen
calilar ve elma, disbudak, alig, thlamur, sedir, karagam gibi genis yaprakl
yapraklarint doken agaglarin taglarinda yaygin olarak bulunan yar1 parazitik
bitkilerdendir. Mese ve armutta c¢ok nadiren biyiidigi gorilir. VA, bitkisi
fotosentez yoluyla ihtiyag duydugu besin maddelerini sentezleyebilirken, ayrica
konakg1 bitkilerden emici organlari vasitasiyla ek besinler de saglayabilmektedir. 30-
100 cm uzunlugunda, sarimsi renkte, diiz ve dikotom dallara sahiptir. Yapraklar dil
seklinde, karsilikli ¢iftler halinde, uca dogru genisleyen 2-8 cm uzunlugunda, 1-2.5
cm genisliginde, sert dokulu ve mat sari-yesil renktedir. Cigekleri goze carpmayan,
dallarin ¢atallarinda salkimlar halinde, sarimsi-yesil renkte ve 2-3 cm capindadir.
Erkek ve disi ¢igeklerde tag yoktur. Meyveleri beyaz veya sari renkli, dis kisimlart
plirlizsiiz, sonbaharda olgunlasan, nadiren ¢ekirdek igeren ve viskoz yapidadir.
Konak¢1 agag tiirline, meyve rengine, yaprak sekline ve boyutuna goére VA'nun
sayisiz alt tiirli siniflandirilmistir. Bunlar arasinda 6ne ¢ikan alt tiirler arasinda V.
album subsp. abietis (Wiesb.); beyaz meyveli ve yapraklart yaklasik 8 cm
uzunlugunda, V. album ssp. album beyaz meyveli ve yapraklar1 3-5 cm uzunlugunda;
V. album subsp. austriacum (Wiesb.); sart meyveli ve yapraklari 2-4 cm
uzunlugunda, V. album subsp. meridianum (Danser); sari meyveli ve yapraklari 3-5
cm uzunlugunda, V. album subsp. creticum; beyaz meyveli ve kisa yaprakli ve Cin

florasinda yer alan Viscum album subsp. coloratum (Kom) bulunmakatadir.

VA’ nun cografi olarak diinya genelinde Kuzey Afrika'dan giiney ingiltere'ye

ve giiney Iskandinav bélgelerine, orta Avrupa'dan giineybati Asya ve Japonya'ya

kadar uzanan dogu Asya'ya kadar genis bir alana yayildig1 goriillmektedir.

Sekil.1.5. VA’nun cografi dagilimi (https://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Viscum+album).
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1.14.2. Kimyasal bilesimi

1.14.2.1. Viskotoksinler

Viskotoksinler disiik molekiiler agirlikli (5 kDa), sistein agisindan zengin ve
bazik aminoasitlerin bir araya gelerek olusturdugu protein yapili bitki tiyoninleridir.
VA bitkisinde, yapraklarda ve govdede sentezlenir. Dogada amfipatiktirler. Toplam
46 aminoasitten olusan polipeptit zincirleri, sistein yer alan kisimlardan birbirine 3
veya 4 disiilfit bagiyla baglanirlar. Distilfit baglar1 viskotoksinlere kompakt bir yap1
kazandirirken, 1s1 ve proteazlar gibi denatiire edici faktorlere karsi yiiksek oranda
stabilite saglamaktadir. Polipeptit zincirlerindeki amnoasit dizilimleri farkliliklarina
gore, giiniimiize kadar 7 farkli (Al, A2, A3, B, B2, Cl ve 1-PS) izoformu
tanimlanmustir. {zoformlarda ve esas olarak dizilimlerinde farklilik gosterirler.
VA’nda viskotoksin igerigi konak¢i agag tiirline bagli olarak %0,05-0,1 arasinda
degismektedir. Ornegin, V. album ssp. album (VAA)'de A2 ve A3 izoformlar1 daha
fazla bulunurken, V. album ssp. austriacum'da ise PS-V izoformu daha fazladir. V.
album ssp. abietis’de A2 disindaki tiim izoformlar bulunurken, A3 izoformunun daha

baskin oldugu goriilmektedir.

Viskotoksinlerin 3 boyutlu yapilar1 iizerine yapilan arastirmalar neticesinde,
viskotoksinlerde belirli bir fosfat baglama bolgesinin oldugu gozlenmistir. Bu fosfat
baglama bolgesinin ve amfipatik yapilarinin, kanser hiicrelerinde hiicre membranina
etki ederek deformasyona neden oldugu ve bu sayede hiicrelerde sitotoksisiteyi
indiikledigi ongoriilmektedir. Viskotoksinlerin yiiksek yapisal homolojilerine ek
olarak, biyolojik etkileri de farkli izoformlarina goére degisebilmektedir. Ayrica
viskotoksinlerin, yilan (kobra) kardiyotoksinleri ile yiiksek yapisal ve farmakolojik

benzerlik gosterdigi de bildirilmektedir.
1.14.2.2. Lektinler

Yiiksek molekiiler agirlikli polipeptitlerin bir karigimi olarak, VA’ndan izole
edilen, major bilesiklerdendir. VA’nda bulunan ortalama lektin miktar1 kuru agirlik
tizerinden %?2'den az olmamakla birlikte yaklasitk 340-1000 pg/g arasinda
degismektedir. VA’nda lektin igerigi kis mevsiminde en yiiksek noktaya
ulagsmaktadir. Filiz ve siirglin kisimlar1 lektin igerigi ytliksek kisimlardir. VA’nda

farkli seker baglama 6zgiilliigii olan ti¢ farkli lektin (ML-I, ML-11, and ML-III) izole
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edilmistir. Bu ti¢ farkli lektinin de, kan gruplarina bagli olmaksizin insan eritrositleri
lizerine yiiksek reaktiviteye sahip oldugu bildirilmigtir. Peumans ve ark.’nin
yaptiklar1 bir calismada, kisin yapraklarini doken agaglarda g¢ogunlukla ML-I
formunun daha yaygin oldugunu, buna karsin igne yaprakli koknar ve cam
agaclarinda yetisen VAE’larinda ise ML-IIl formunun daha fazla oldugunu ve bu
lektin formlarinin dkaryotik hiicrelerin ribozomlarinda rRNA'y1 pargalayarak protein

sentezini inhibe ettigi ve apopitozu hizlandirdigini bildirmislerdir.
1.14.2.3. Karbonhidratlar

VA’nda karbonhidrat olarak oligo ve polisakkaritler bulunur Meyve ve
yaprak kisimlarinda yapisal olarak farkli VA polisakkaritler tanimlanmistir Yaprak
ve govde kisimlar1 yiiksek oranda metillenmis bir homogalakturonan olan pektin ve
arabinogalaktanlar, agisindan zengin iken, meyveleri ise yan zincirleri
arabinogalaktanlar olan ramnogalakturonanlar ve ksiloglukanlar gibi diger
polisakkaritler yoniiyle daha zengindir. VA’nda monosakaritler ve polioller de
tanimlanmig, ancak bu bilesiklerin VA ekstraktlarinin hidroliziyle ortaya g¢iktigi
gozlenmistir. VA’larinin polisakkarit igerigi konak¢i bitki tiiriine bagli olarak
degistigi; Ornegin, thlamur agacinin erken doneminde %58 oraninda inositol
gozlenirken, ancak daha sonraki donemlerde %44 oranla galaktozun daha baskin

oldugu bildirilmistir.
1.14.2.4. Polifenoller ve fenilpropanoidler

VA’nda bir dizi flavonoid, fenilpropanoid ve fenolik asit izole edilmis ve bu
bilesenlerin konakg1 agag tiiriine gore farklilik gosterdigi bildirilmistir. Ornegin, kus
tivezi ve elma VA’larinda yiiksek oranda salisilik asit ve rosmarinik asit tespit
edilirken, konakg1 agaci disbudak olan VA’larinda ise yiliksek oranda kafeik, p-
hidroksibenzoik, salisilik, protokatesik, ferulik asit, sinapik asit i¢erigi tespit edilmis
ve bu fenolik asitlerin serbest veya glikozit formunda bulunduklari gbézlenmistir.
VA’nda flavonoid olarak kalkonlar ve flavanonlar bulunur. Fakat bu bilesenler
VA’nun alkollerle ekstraksiyonu sonucu daha cok glikozid formunda veya metoksil
tiirevleri olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kuersetin, kaempferol ve bunlarin mono, di ve
trimetileterlerini igeren diger flavonoidler de farkli VA tiirlerinin epikutikular
(ylizey) mumlarindan izole edilmistir. Kuersetinin, VA ekstraktinin asit hidrolizinden

sonra ortaya ¢iktig bildirilmistir.

44



Fenilpropanoidler ¢esitli fonksiyonel yapilara ve genis spektrumlu tibbi
etkilere sahip, VA’unun &nemli biyoaktif bilesikleridir. Koniferin, siringin ve
siringarezinol gibi lignanlar, VA’unda yaprak ve govde kisminda bulunan 6nemli

fenilpropanoidlerdir.
1.14.2.5. Yagda ¢oziinen bilesenler

Terpenoidler gibi yagda ¢oziinen bilesikler, VA’unun ana bilesenlerindendir.
VA’unun yagda ¢6ziiniir ekstraktindan oleanolik asit, B-amirin asetat, lupeol, lupeol
asetat, betulinik asit, ursolik asit ile B-sitosterol, stigmasterol ve bunlarin esterlerini
iceren bir fitosterol karigimi tanimlanmistir. Ayrica, iilkemizde yetisen VA'larindan
elde edilen ekstraktlarda palmitik, arasidik, lignoserik, behenik ve serotik asit gibi
doymus yag asitleri ile oleik, linoleik ve linolenik asitler gibi doymamis yag asitleri

izole edilmistir.
1.14.2.6. Mineral maddeler

VA’u bilesiminde potasyum, kalsiyum, sodyum, magnezyum, fosfat gibi
makro minerallerle, selenyum, ¢inko, mangan, silika ve nikel gibi eser elementler de
bulunmaktadir. Mineral madde agisindan VA’nda kalsiyum, ¢6ziinmeyen oksalat
formunda tespit edilmistir. Mese ve kdknarda yetisen VA’nda yiiksek oranda mangan

icerigi bildirilmistir.
1.14.2.7. Diger kimyasal bilesenler

Siklik peptitler, aminler (histamin ve setilkolin), alkaloidler, jasmonik asit,
sistein, glutatyon, askorbik asit ve ksantofil VA’nda bulunan diger Onemli

bilesenlerdir.

1.14.3. VA’nun biyolojik etkileri
1.14.3.1. Antiinflamatuar etkisi

Siklooksijenaz-2 (COX-2), bir¢ok patolojik durumda proinflamatuar
sitokinler, kemokinler, enfeksiy6z ajanlar, bakteriyel lipopolisakkarit vb. gibi ¢esitli
proinflamatuar uyaricilar aracilifiyla hiicrelerin ¢ogunda asir1 eksprese edilen bir
erken yamit proteinidir. COX-2, inflamasyonun 6nemli bir molekiiler araci olan
prostaglandin E2 (PGE2)'nin biyosentezi icin gerekli kritik bir enzimdir. Isvigre’de

yetisen mese agaclar1 lizerinden toplanan VA’ndan elde edilen Iscador Qu Spez adli

45



preparatin, A549 insan akciger kanseri hiicre hattinda antiinflamatuar etkisinin
incelendigi bir ¢alismada, ilgili preparatin COX-2 enzim aktivitesini se¢ici olarak
inhibe ettigi ve bu sayede sitokin kaynakli PGE2 sentezinin engellendigi
gozlenmistir (Saha ve ark 2015). Bir baska c¢alismada yine bir ticari VA preparati
olan Isorel'in melanom {izerine etkisi fareler tizerinde incelenmis, 100 mg/kg tek doz
uygulanan Isorel intraperitoneal (i.p.) enjeksiyonunun tiimér boyutlarini kiigiilttiig,
antiinflamatuar etkisi ile 6dem olusumunu azalttigi ve timor nekrozunu tetikledigi
bildirilmistir (Zarkovic ve ark 1997). VAA ekstraktinin etil asetat fraksiyonundan
izole edilen 5 farkli flavonoid tiirevinin antinosiseptif ve antiinflamatuar etkilerinin
incelendigi bir diger ¢alismada ise, fareler iizerinde p-benzokinon ile indiiklenen
kivranma testi ve karagenan ile indiiklenen arka ayak 6dem modeli kullanilmis, 30
mg/kg'lik dozda uygulanan flavonoid tiirevlerinden 2’sinin, mide hasar1 basta olmak
tizere herhangi bir akut toksisiteye neden olmadan belirgin antinosiseptif ve
antiinflamatuar etkiler gosterdigi bildirilmistir (Orhan ve ark 2006).

1.14.3.2. immunmodiilator etkisi

VA bilesenleri 6nemli immunmodiilator etkilere sahiptir. VA’ nun tiiberkiiloz
gibi akciger kaynakli patolojik durumlarda interferon gama (IFN-y) yanitlarini
onemli Olgtide arttirdigi bildirilmektedir (Lyu ve Park 2007). Yapilan in vivo bir
calismada VA QU FrF adli VA preparatinin, IL-12'ye bagl bir mekanizma ile tiimor
gelisimini onemli Olglide inhibe ettigi bildirilmistir (Van Huyen ve ark 2006).
Dendritik hiicreler, immun yanitin diizenlenmesinde énemli role sahiptirler. VA Qu
Spez’in insan dendritik hiicreleri lizerinde etkilerinin incelendigi bir ¢alismada; VA
Qu Spez’in, IL-6 ve IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasini indiikledigi
ve CD4" T hiicrelerinin proliferasyonunu uyardigi bildirilmistir (Elluru ve ark 2008).
Kore VA lektini (V. album var. coloratum agglutinin (VCA)) ile yapilan bir
calismada, VCA ile inkiibe edilen insan T hiicrelerinin gen ekspresyon profilinin
transkriptomal analizi sonucu; sitokinler, hiicre adezyonu, hiicre hareketliligi, hiicre
biiylimesi, hiicre onarim, hiicre 6limi, stres ve dis uyarici faktorlere bagl yanit gibi
pek ¢ok immun fonksiyonda yer alan yaklasitk 3000 gen’in aktivasyonu ve
inhibisyonu ortaya konmustur (Lyu ve Park 2011). VCA'in immiinomodiilator
etkisinin arastirildig1 bir diger deneysel ¢aligmada, VCA'in doz bagimli olarak (4-64
ng/mL), konkanavalin A (ConA) ile uyarilan fare splenositlerinde IL-4 seviyelerini

degistirmeden IFN-y salgilanmasini azalttig1 bildirilmistir (Lyu ve Park 2006).
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%1 ve %2 Kore VA ekstrakti ile zenginlestirilmis diyet uygulanan deneysel
bir hayvan c¢alismasinda, Kore VA ekstraktinin Philasterides dicentrarchi
protozoonlarina kars1 deniz orfozlarinda solunum patlamasi ve fagositik aktivite gibi
dogustan gelen immun yanitlar1 pozitif yonde etkiledigi bildirilmistir (Harikrishnan
ve ark 2011). NK hiicrelerin, timor hiicrelerini dogrudan yok edilmesinde 6nemli
islevlerinin oldugu tahmin edilmektedir. In vitro ve in vivo yapilan birgok ¢aligsmada,
VCA’in lenfositlerin, dogal o6ldiriicii hiicrelerin ve makrofajlarin modiilasyonu
yoluyla immun sistemi gii¢lendirdigi bildirilmektedir (Elluru ve ark 2006). VA ile
yapilan klinik g¢alismalarda VA’nun subkutan uygulamasmmin NK hiicreler, B
hiicreleri, CD4" T hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri dahil olmak iizere aktif lenfosit
alt gruplarinin bagil sayisinda artisa neden oldugu ve immun sistem fonksiyonlarina
katkida bulundugu ortaya konmustur (Biissing ve ark 2007). Insan immiin hiicre
hatlar1 iizerinde yapilan bir hiicre kiiltiiri ¢aligmasinda, VAA ekstraktlarinin
notrofillerin  fagositik ve kandidasidal aktivitelerini artirdigi, epitel hiicrelerin
yapisma fonksiyonlarini azalttigi, CD4*CD25" ve CD8'CD25" T hiicreleri ile CD3
CD16*CD56" NK hiicrelerin sayisii artirdigi bildirilmistir (Fidan ve ark 2008).
Elma ve cam VA ekstreleriyle yapilan klinik ¢aligmalarda da benzer sonuglar elde
edilmis, bu ekstrelerin kanser hastalarinda CD4" T hiicrelerinin in vitro oligoklonal
aktivasyonunu indiikledigi bildirilmistir (Fischer ve ark 1997). Ayrica yapilan bir
baska calismada da VA ekstraktlarinin hiicre 6ldiirme kapasitelerinin konakg¢1 agaca
0zgii oldugu, lektin veya viskotoksin igerigi ile iliskili olmadigi da bildirilmistir
(Biissing ve ark 1997).

1.14.3.3. Antioksidan etkisi

VA ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerinin, konakg¢i agaca ve hasat
zamanina baglh olarak degisiklik gosterdigi bilinmektedir. Farklt VA ekstraktlarinin
antioksidan aktivitelerinin incelendigi in vitro bir ¢alismada, thlamur ve beyaz
akasya agacindan elde edilen ekstraktlarin HeLa hiicrelerinde H202'nin neden oldugu
mitokondriyal DNA hasarini tamamen engelledigi, ¢it ak¢aagacindan elde edilen
ekstraktin ise mitokondriyal DNA hasarin1 sadece %50 oraninda engelledigi
bildirilmistir (Onay-Ugar ve ark 2012). Polifenolik bilesikler iceren VA nun organik
ekstraktlariin, antiglikasyon ve antioksidan Ozellikler gosterdigi bildirilmistir
(Choudhary ve ark 2010). Kore VA lektininin oksidatif stres koruyucu aktivitesi,
LLC-PK1 renal epitel hiicreleri kullanilarak in vitro olarak incelenmistir. Kore VA
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lektininin, 42.6 pg/mL ICso degeri ile giiclii bir radikal siipiiriicii potansiyeli
hesaplnmis, konsantrasyona bagli bir sekilde nitrik oksit (NO), siiperoksit anyonu ve
hidroksil radikallerine kars1 6nemli derecede serbest radikal sopiiriicii potansiyeli
gosterilmistir. Ayrica lektin ile tedavi edilen LLC-PK1 hiicrelerinde COX-2,
indiiklenebilir NO sentaz, SIN-1 ile indiikklenen niikleer faktor kappa B inhibisyonu
ve inhibitér kappa B alfa'nin fosforilasyonu da goriilmiistir (Kim ve ark 2010).
Yapilan bir diger calismada ise, farkli konuk¢u agaclardan toplanan VA’larinin
metanol ekstraktlari, antioksidan aktivite potansiyelleri a¢isindan incelenmis; yaz
mevsiminde thlamur agacindan toplanan VA’ndan elde edilen ekstraktin, en yiiksek
radikal temizleme ve antilipid peroksidasyon aktivitesine sahip oldugu bildirilmistir
(Onay Ugar ve ark 2006).

1.14.3.4. Antimikrobiyal etkisi

Bazi tibbi bitkilerin antimikrobiyal etkinliklerinin incelendigi bir ¢alismada,
metanolik VA ekstrakt1 32 patojenik mikroorganizmanin 9'una kars1 antimikrobiyal
aktivite gosterdigi bildirilmistir (Sengul ve ark 2009). Viscum album spp. album'un
yapraklarindan elde edilen su ekstraktlarinin Vero hiicrelerinde insan parainfluenza
viriisti tip 2 (HPIV-2) biiylimesi {izerine etkileri agisindan analiz edilmis, 1 pg/mL
ekstraktin HPIV-2 replikasyonunu engelledigi ve konak hiicreler iizerinde herhangi
bir toksik etki olusturmaksizin viriis tretimini %99’dan fazla inhibe ettigi
gozlemlenmistir (Karagdz ve ark 2003). Klinik bir ¢alismada ise, kronik hepatit C'li 5
hastada, bir y1l boyunca Iscador subkutan enjeksiyon tedavisini takiben yan etkiler
yasamadan viral yiikte %6-20 oraninda bir azalma ve 2 hastada KC inflamasyonunun

ortadan kalktigi gorilmiistiir (Tusenius ve ark 2001).
1.14.3.5. Antihipertansif etkisi

VA ekstrelerinin hipertansiyon tedavisinde geleneksel kullanimi, giiniimiizde
yapilan bilimsel arastirmalarla dogrulanmistir. Bu konuda yapilan hayvan
caligmalariyla, etanolik VA ekstraktt uygulamasinin kan basincini 6nemli 6lgiide
azalttig1 gosterilmistir. Etanolik VA ekstraktinin etkisini esas olarak muskarin
reseptorleri araciligiyla gosterdigi bildirilmistir (Radenkovic ve ark 2009). Ayrica su
ekstraktinin da hipertansif hayvanlarda normotansif hayvanlara nazaran daha yiiksek

olan kan basincinda 6nemli bir diisiise neden oldugu, ekstraktin aktivitesini esas
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olarak sinir sistemi iizerine olumlu etkiler gostererek sagladigi, bu sayede periferik

vaskiiler kan basincini diisiirdiigii bildirilmektedir (Ofem ve ark 2007).

V. album ssp. album’dan izole edilen fenolik bilesikler, fenilpropanoidler ve
flavonoidlerin doza bagl olarak cAMP-fosfodiesterazlari inhibe ederek vaskiiler
gevsemeye neden oldugu, buna paralel kan basincinin diismesine katki sagladiklari

bildirilmistir (Deliorman ve ark 2000).
1.14.3.6. Antidiyabetik etkisi

VA ekstrelerinin diyabet tedavisinde geleneksel kullanimi da, birtakim in
vitro ve in vivo ¢aligmalarla dogrulanmistir. Su ekstrelerinin, klonal B hiicrelerinde
doza bagl olarak insiilin salinimini artirdigi, bunun yaninda VA’nun aktif
bilesenlerinin 1siya dayanikli oldugu bildirilmistir (Gray ve Flatt 1999). VA’nun
antidiyabetik etkisiyle ilgili yapilan bir diger ¢alismada ise, alloksan ile olusturulan
deneysel diyabet modelinde hiperglisemik tavsanlar ve siganlarda VA’nun su
ekstraktinin serum insiilin seviyelerinde yiikselise paralel, serum glikoz seviyelerinde
onemli bir diisiise yol actigi gozlenmistir (Ohiri ve ark 2003, Mohammad ve ark
2011).

Streptozotosin ile indiiklenen diyabetik sigan modeliyle gerceklestirilen bir
diger caligmada da benzer sonuglar elde edilmistir. 3 hafta boyunca metanolik VA
ekstrakti uygulanan diyabetik siganlarda, kan glukoz seviyelerinde énemli miktarda
bir azalma ve normal sicanlara gore iki kat daha yiiksek a-amilaz aktivitesi
gozlemlenmistir. Diger ¢alisma bulgulart da metanolik VA ekstraktinin diyabetin
neden oldugu bobrek fonksiyon bozukluguna, KC enzimlerinin ve lipid profilinin
normallesmesine karsi potansiyel bir koruyucu etki gosterdigini de ortaya koymustur
(Adaramoye ve ark 2012). Ayrica VA bilesiminde yer alan bazi fenolik bilesiklerin,
diyabetin bircok komplikasyonunun nedeni olan ileri glikasyon son firiinlerinin

olusumunu da engelledigi bildirilmektedir (Choudhary ve ark 2010).

1.14.3.7. Antikanser etkisi

VA fiizerine yapilan literatiir ¢alismalar1 incelendiginde, bu c¢alismalarin
biiyiik bir kisminda VA’nun antikanser aktivitesitesine yogunlasildigr goriilmektedir.
Bir¢ok klinik ¢alismada VA tedavisinin kanser hastalarinda yasam kalitesini

tyilestirdigi, yasam siiresini uzattig1 ve timor gerilemesini sagladigi gézlemlenmistir.
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Bu olumlu etkiler karsisinda, VA ile desteklenen kanser tedavisinde hastaligin
evresine ve hastanin tedaviye verdigi yanita gore ¢esitli tedavi protokolleri,

uygulama yontemleri ve dozlar: kullanilmaya baslanmistir (Jurin ve ark 1993).

Klinik arastirmalarda, VA ekstraktlarindan izole edilen farkli bilesenlerin
yine birbirinden farkli antikanser etkilere sahip oldugu ortaya konmustur. Bu
baglamda lektinler basta olmak iizere bircok VA bileseninin kanser hiicreleri
tizerinde dogrudan sitotoksik etkiler gosterdigi veya hiicre apopitozuna neden oldugu
goriilmistiir. Lektinlerde A ve B zincirlerinin her ikisi de sitotoksik etkilere sahiptir,
ancak B zincirleri, tiimor hiicrelerinin segiciligini belirleyen varsayilan hiicre ylizeyi
reseptorleri ile etkilesime girerek sitotoksik etkinin azalmasina neden olmaktadir
(Liu ve ark 2010). Lektinler, niikleer p53 ve Bcl-2 proteinlerinin azalmasina ve
telomerik interaksiyonlara neden olarak apopitotik yolagin ve ML-III aktivitesinin
indiikklenmesini saglar Bu'ssing et al. 1998. Lektinlerin, toksik olmayan
konsantrasyonlarda, proinflamatuar  sitokinler IL-1, IL-6 ve TNF-a'nin
salgilanmasina neden olarak tiimdr biiylimesini engelledigi bildirilmektedir

(Ribereau-Gayon ve ark 1996).

VA lektinleri, mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) bozulmasini ve
kaspaz-3'i uyararak Apaf-1 yolagi ile apopitozu indiikleyebilmektedir. ML-I
tarafindan c-Jun N-terminal kinaz (JNK) stimiilasyonu, proapoptotik proteinler Bax
ve Bad'in yer degistirmesine yol agmaktadir. ML-1 Bcl-2'nin baskilanmasina, buna
karsin TNF-o aktivasyonuyla apopitozu tetiklemektedir (Liu ve ark 2013). VA Qu
FrF'in in vitro insan T hiicre dizileri CEM’de ve monosit hiicre dizileri HL-60 ve
MM-6'da  Onemli derecede hiicre toksisitesini indiikledigi  bildirilmistir
(Sooryanarayana ve ark 2001). Viskotoksin igermeyen VA ekstraktlarinin, graniilosit
aktivitesini 6nemli Olgiide artirdigi ve bu etkinin VA lektin igerigi ile iliskili

olabilecegi one siiriilmiistiir (Stein ve ark 1999).

8 farkli konake1 agactan (Iscucin Abietis, Pini, Populi, Mali, Salicis, Crataegi,
Quercus ve Tiliae) elde edilen VA preparatlari, Daoy, D342, D425 ve UW 288-2
medulloblastoma hiicre hatlarina uygulanmig, elde edilen sonuglar bu preparatlarin
onemli sitotoksik etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur. Mitokondriyal
aktivitede azalma ve apopitotik hiicre 6liimiindeki artisin, kullanilan preparatin lektin

icerigi ve doz miktartyla korelasyon gosterdigi, farkli ekstraktlar arasinda hiicre
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duyarliliklar1 yoniinden ise ciddi bir farklilik bulunmadigi goézlenmistir. ML-1, ML-11
ve ML-III'in Molt-4 lenfoblastik hiicre hatt1 i¢in pg konsantrasyonlarinda bile toksik
oldugu, ML-III'iin ise sitotoksisitesi en yiiksek lektin oldugu bildirilmistir (Zuzak ve
ark 2006).

Kore VA’ndan fraksiyonlanan baslica sitotoksik bilesenler ile bu bilesenlerin
1s1l igslem kaynakli toksik etkinliklerindeki degisiklikler arastirildigi bir ¢alismada,
ML-I maksimum toksisite gdstermis, ancak 30 dakika i1sitma ile bu etkinligin
kayboldugu go6zlenmis, bu sonuglar VA lektinlerinin tek basina apopitozu
indiiklemekten sorumlu olmadigini, apopitozun ancak diger VA bilesenlerinin de
katilimiyla miimkiin olabilecegini ortaya koymustur (Biissing ve Schietzel 1999).
Viskotoksinler ve alkaloidlerin, sirasiyla 60 ve 180 dakika isitildiktan sonra bile
etkilerini korudugu, ayrica alkaloid fraksiyonunun MSV tiimdr hiicrelerinde, timor
olmayan A31 hiicrelerine gore daha etkili oldugu gorilmiistir (Park ve ark 1999).
Izole edilen KML-C’in, Ca2*/Mg2* bagimli endoniikleazlarin aracilik ettigi
apopitozu indiikleyerek cesitli insan ve fare timor hiicrelerine karst gligli

sitotoksisite gosterdigi bildirilmistir (Yoon ve ark 1999).

Birgok c¢alismada VA bitkisinden elde edilen sulu ekstraktlar kullanilmus,
ancak tiim VA bilesenlerinin, 6rnegin triterpenlerin suda ¢6ziinmedigi gozlenmistir.
Akut lenfoblastik 16semi (ALL) iizerine yapilan in vivo bir calismada, VA’ndan izole
edilen triterpenlerin ¢oziiniirliigii arttirmak igin siklodekstrinler kullanilmis, triterpen
ve lektin kombinasyonu doz bagimli olarak apopitozu indiikleyerek hiicre
proliferasyonunda 6nemli bir inhibisyon saglamistir (Delebinski ve ark 2012).
Benzer bir ¢alismada VA’ndan izole edilen triterpenler siklodekstrinlerle kombine
edilerek fare B16.F10 melanom hiicrelerine uygulanmis, hiicre apopitozunun belirgin

sekilde indiiklendigi gozlenmistir (Strith ve ark 2012).

Fareler tlizerinde yapilan in vivo bir ¢alismada polar olmayan siiperkritik CO-
VA ekstraktun, oksidatif stresi indiikleyerek Ehrlich karsinom hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe ettigi bildirilmistir (Cebovi¢ ve ark 2008).

VA ile yapilan antikanser ¢aligmalarinda, viskotoksinler de giiglii sitotoksisite
gostermis, ancak viskotoksin tiiriine gore sitotoksik aktivite farklilik gostermistir. Bu

konuda Yoshida sarkom hiicreleri iizerinde yapilan bir ¢alismada sitotoksik aktivitesi
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en yliksek viskotoksin formu olarak viskotoksin A3, sitotoksik aktivitesi en diisiik
viskotoksin formu olarak da viskotoksin B dne ¢ikmistir (Schaller ve ark 1996).

Birgok hayvan calismasmin yani sira randomize olmayan, randomize ve
kohort ¢aligsmalari, VA ekstraktlarinin meme ve jinekolojik kanserlerde potansiyel
terapotik etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Elde edilen sonuglar konvansiyonel
tedavi sonrasi yasam kalitesinde iyilesme, yan etkilerin giderilmesi ve sagkalimda
artis oldugunu gostermistir (Kienle ve ark 2009). Pankreas kanserli hastalarda
yapilan bir klinik ¢alismada da Iscador Qu Spez (s.c.) uygulamasinin genel sagkalim
oranlarinda artis sagladigi gézlenmistir (Troger ve ark 2013). Bir cilt kanseri
(kutan6z skuamoéz hiicreli karsinom) vakasinda da benzer olumlu sonuglar
raporlanmis, yiksek doz VA ekstresi ile 10 aylik tedaviden sonra patolojik
degisikliklerin ortadan kalktig1 bildirilmistir (Werthmann ve ark 2013).

1.14.3.8. Karaciger koruyucu etkisi

KC hiicre hasarinin 6nemli biyobelirtecleri artmig serum ALT, AST ve
alkalin fosfataz (ALP) diizeyleridir. KC hasar1 lizerine ratlar tizerinde yapilan bir¢ok
calismada, farkli VA tiirlerinin serum ALT, AST ve ALP diizeylerini azalttig
gosterilmistir (Abdel-Salam ve ark 2010, Ogbonnanya ve ark 2010, Yusuf ve ark
2015). Ayrica, limon agaglari iizerinde yetisen VA’larmin sulu ekstraktlarinin,
yiiksek tuzla beslenen ve STZ ile diyabet olusturulan ratlarda serum bilirubin
diizeylerini diigiirdigii bildirilmistir (Effiong ve ark 2014, Udo ve ark 2014). Klinik
calismalarda da bazi hazir VA preparatlarinin (Iscador ve AbnobaViscum) serum
ALT ve AST diizeylerinde dnemli gerilemeler sagladigi bildirilmistir (Tusenius ve
ark 2005). Tusenius ve ark.’nin yaptig1 bir ¢alismada, Iscador ile tedavi edilen kronik
hepatit C’li bes hastadan ikisinde, HCV-RNA diizeylerinde 6-20 kat oraninda
azalmalarla birlikte, serum ALT ve AST diizeylerinde de iyilesmeler gozlenmistir
(Tusenius ve ark 2001). Huber ve ark.’nin yaptigi bir baska ¢aligmada ise, kronik
hepatit C’li ve yiiksek ALT diizeylerine sahip hastalarin hi¢birinde AbnobaViscum
Quercus ile tedavinin serum ALT ve HCV-RNA diizeylerinde tam veya kismi bir
normallesme gozlenememistir. Bu nedenle kronik hepatit C’li hastalarda VA
ekstraktlariin KC koruyucu etkisi netlik kazanamamustir (Huber ve ark 2001).
VA’nun KC koruyucu etki mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamakla birlikte, bu

etki mekanizmasina TGF-B/Smad sinyal yolaginin aracilik ettigi diisliniilmektedir.
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Hepatik fibrozisin, hiicre dist matris (ECM) proteinlerinin agir1 birikimi ile
karakterize oldugu kabul edilmektedir. Doniistiiriicii biiytime faktorii-B1 (TGF-B1),
hepatik stellat hiicreleri (HSC)’nin aktivasyonunu saglayan, ECM proteinlerinin
sentezini uyarip, buna karsin ECM proteinlerinin yikimini inhibe eden 6nemli bir
sitokindir. TGF-f1 aktiflendiginde, reseptorlerine baglanarak aktivitelerini smad'a
bagimli ve bagimsiz yollarla, otokrin ve parakrin olarak farkli sekillerde
gosterebilmetedir. Smad'lar, sinyalleri hiicre yiizeyi reseptorlerinden dogrudan
cekirdege ileten sinyal iletim molekiilleridir. Smad sinyal iletim yollarinin, TGF-1
ile indiiklenen kollajen sentezine aracilik ettigi ve KC hasari siirecinde ¢ok dnemli
bir rol oynadig diistintilmektedir. Dokuz farkli smad bildirilmis ve kendi i¢lerinde ii¢
gruba ayrilmistir. TGF-B1 reseptoriine baglandiginda, smad-2 ve smad-3 fosforile
olarak smad 4 ile baglanir ve hedef genin translasyonu ve ekspresyonu igin ¢ekirdege
dogru birlikte hareket ederler. Smad-7, smad-2 ve smad-3 aktivasyonunu negatif
olarak diizenleyen ve TGF-B1 reseptoriinii hedefleyerek islev goren bir inhibitor
smad’dir (Szurpnicka ve ark 2020). Karbon tetrakloriir (CCls) ile KC hasari
olusturulan ratlar iizerinde yapilan in vivo bir ¢alismada, VA alkaloid fraksiyonlari
ile tedaviden sonra TGF-B1, TGF-B1 reseptorii ve fosforile smad-2 protein
diizeylerinin azaldigi, smad-7 diizeylerinin ise arttigi gézlenmistir. Bunun yaninda
kollajen-1 ve metalloproteinaz doku inhibitérlerinin (TIMP-1) mRNA diizeylerinin
de asag1 yonde regiile edildigi ve aktive edilmis HSC'nin belirteci olan a-diiz kas
aktin (a-SMA)’lerinin de bloke edildigi bildirilmistir (Jiang ve ark 2014). HSC-T6
hiicre serisiyle yapilan in vitro bir calismada ise, VA alkaloid fraksiyonlar1 ile
tedavinin smad-7 ekspresyonunu indiikledigini ve o-SMA, TGF-B1, TGF-p1
reseptorleri, smad-2 ile TIMP-1 ekspresyonunu inhibe ettigi bildirilmistir
(Szurpnicka ve ark 2020).
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Sekil 1.6. VA’ nun KC koruyucu etki mekanizmasi (Szurpnicka ve ark 2020).
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan kimyasallar

- Folin reaktifi: Sigma-Aldrich Folin & Ciocalteu F9252-100 ml

- Na2COs (Sodyum karbonat): Merck CAS No: 497-19-8 / 106392

- Gallik asit: Sigma-Aldrich Gallic Acid CAS No: 149-91-7-100 ¢

- DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl): Sigma-Aldrich CAS No: 1898-66-4 /5 g
- Troloks: Sigma-Aldrich CAS No: 135806-59-6

- Askorbik asit: Sigma-Aldrich L-Ascorbic acid - CAS No: 50-81-7-100 g
- Amonyum molibdat: Merck 101180 / 250 g

- Na2HPO4.12 H20 (Disodyum hidrojen fosfat): Merck 106579 / 1 kg
- Triton X-100: Sigma-Aldrich CAS No: 9036-19-5

- Paraformaldehit: Merck CAS No: 30525-89-4 | 104005

- Potasyum kloriir: Sigma-Aldrich CAS No: 7447-40 /500 g

- Etanol: Sigma-Aldrich Ethanol - CAS No: 64-17-5/2,5 |

- Metanol: Sigma-Aldrich Methanol - CAS No: 67-56-1/2,5 |

- Amonyum Persiilfat: Bio-rad Cat. no: 161-0700/ 10 g

- Akrilamid: Bio-rad Cat. no: 161-0101 /500 g

- Bisakrilamid: Bio-rad Cat. no: 161-0201 /50 g

- Temed: Bio-rad Cat. no: 161-0800 / 5 ml

- Sodyum dodesil siilfat (SDS): Bio-rad Cat. no: 161-0301 /100 g

- Tris: Bio-rad Cat. no: 161-0716 / 500 g

- Glisin: BBI Solutions Lot no: G615BA0021 / 500 g
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- Tween-20: Biorad Cat. no: 1706531 / 100 ml
- Bovine serum alblimine (BSA): Bioshop Lot no: 1F71721/25 g

- Hazir Jel-1,0 mm*10 kuyucuk: NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Protein Gels, 1.0 mm,
10-well Cat no: NP0321BOX

- Ornek yiikleme tamponu: ClearBand (2X) Cat. no: LSB-2x /15 ml

- PVDF membran-60 cm?: iBlot™ Transfer Stack, PVDF, regular size Cat. no:
IB401001

- Filtre kagidi: Bio-rad Mini Trans-Blot Filter paper Cat. n0:1703932

- Protein marker: Intron GangNam-STAIN™ Prestained Protein Ladder Cat. no:
24052 /250 pl

- Bax primer antikoru: Bax Monoclonal Antibody (6A7) Cat. no: MA5-14003
- Bcl-2 primer antikoru: Bcl-2 Monoclonal Antibody (100/D5) Cat. no: MA5-11757

- B-Aktin primer antikoru: beta Actin Loading Control Monoclonal Antibody
(BA3R) Cat. no: MA5-15739

- Sekonder antikor: Goat Anti-Mouse 1gG1 (HRP) preadsorbed (ab98693) Abcam,
UK

- ECL substrat kiti: Miracle-Star™ Western Blot Detection System Lot no:
203210354

- DAPI kapatma soliisyonu: ab104139 Fluoroshield Mounting Medium With DAPI
20 ml Abcam

- Protein Block (64226), Abcam, UK

- TRITC Goat Anti-Rabbit (Ig G) Secondary Antibody ab6718, Abcam, UK

- Kaspaz-3 primer antikoru: Anti-Caspase-3 antibody, ab4051, Abcam, UK

- Kaspaz-9 primer antikoru: sc-56076-caspase-9-Santa Cruz Biotechnology, USA

- Ketasol %10-10 ml flk veteriner anestezik
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- Ksilazol-20 ml flk veteriner anestezik

- CK-18 elisa kiti: Elabscience Lot no: J2ATV48SR3

- 8-OHdG elisa kiti: Elabscience Lot no: K41CRBJJ7Y
- TAK kiti: Rel Assay Diagnostics Lot no: MS22128A
- TOK kiti: Rel Assay Diagnostic Lot no: MS221420

- Total protein analiz Kiti: Invitrogen Qubit™ Protein Assay Kit, 100 assays Lot no:
2127432

- Ripa lizis tamponu: Santa Cruz Cat no: sc-24948 Lot no: C2219, 50 ml

- N-asetilsistein: Asist 300 mg/3mL (%10) soliisyon iceren ampiil, Bilim ilag,
Tiirkiye

2.1.2. Cihazlar ve laboratuar gerecleri

- Bitki giitiicii: Empero Sd.06 Bitki Bakliyat Ogiitiicii Parcalayici
- 6’11 Balon 1s1tict: Daihan WHM12295-500 mi

- Dé6ner buharlastirici: Buchi R100

- Liyofilizator: Scanvac Cool safe 110-4 Pro / H10110046
- Laminar akimli kabin: Steril VBH Compact

- Mikropipet (1000, 200, 10ul): Gilson

- Santrifiij: Sigma 3K30

- Spektrofotometre: Perkin EImer Lambda 25 UV/Vis

- Ultra saf su cihazi: ELGA Purelab Option

- Orbital ¢alkalayici: GFL 3017

- Kuru blok sitict: IKA Thermal Block Heater

- Rutin otoanalizdr: Beckman Coulter AU5800

- Termal dongiileyici: T100 Thermal Cycler —Bio-rad
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- Jel dokme igin cam plakalar (kisa/uzun): Bio-rad Cat. no: 1653308 / 1653311
- Florometre: Qubit 2.0 Fluorometer-Thermo Fisher
- Western Blot Elektroforez Tanki: Invitrogen Xcell Sure Lock™ EI0001

- Western Blot Elektroforez Tanki: Bio-rad Mini-PROTEAN Tetra Vertical

Electrophoresis Cell

- Gli¢ kaynagi: Bio-rad PowerPac HC High-Current Electrophoresis Power Supply
- Western Blot transfer cihazi: IBlot Gel Transfer Device™ 10071023
- Western goriintiileme cihazi: VILBER Fusion FX

- Kriyostat cihazi (Thermo Shandon Cryostat 210160GB)

- Buzdolabi (+4 °C ve -20°C): ALTUS AL 302

- -40°C buzdolabi: SANYO MDF-U425

- -80°C buzdolabi: SANYO MDF-U5186S

- Elisa okuyucu: CLARIOstar ELISA Reader

- Sicak su banyosu: WiseBath fuzzy systems

- Steril filtre: 0,45um Lot no: N0403113103

- 15 mI’lik Falkon tiip: KIRGEN 15ml polypropylene conical tube

- 50 mI’lik Falkon tiip: KIRGEN 50ml polypropylene conical tube

- Eppendorf tiip-2 ml

- Enjektor-5 ml

- Enjektor-1 ml

- Bistiiri ucu

- Patoloji kab1
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2.2. Yontem
2.2.1. Bitki 6rneklerinin toplanmasi

Nisan-Haziran 2019 doneminde sehir merkezi disindaki Konya ili ve gevre
ilgelerinde yayilis gosteren dogal agag¢ topluluklar arasindaki farkli konake¢1 agaglar
lizerinden (s6giit, badem, ahlat) toplanan VA Orneklerinde, Necmettin Erbakan
Universitesi (N.E.U.) Meram Meslek Yiiksekokulu Bitkisel ve Hayvansal Uretim
Bolimii Ogretim Uyesi Dog. Dr. Siileyman DOGU tarafindan tiir tayini yapilarak,
her bir tiirden sahit 6rnekler alinmustir. Bu sahit érnekler N.E.U. Ahmet Kelesoglu
Egitim Fakiiltesi Biyoloji Egitimi Anabilim Dali (ABD) biinyesinde yer alan
herbaryumda kayit altina alinmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. VA o6rnekleri herbaryum bilgileri.

Lokasyon Konlakcl Tiir Ads Herbaryum Kayit
Agac Numarasi

Konya-Seydisehir o .

Karayolu 50.km Sogiit Salix alba L. 3077

Konya-Beysehir karayolu .

Akyokus mevkii Badem Amygdalus communis L. 3078
Konya-Seydisehir Ahlat Pyrus elaeagnifolia spp. 3079

karayolu 60.km kotschyana

2.2.2. VA ekstraktlarimin hazirlanmasi

Tiim oOrnekler direk gilines 151gma maruz birakilmadan, kapali ve
havalandirabilir bir ortamda govde, dal ve yaprak kisimlar: biitiin olarak yaklasik 1
(bir) ay siireyle kurutulduktan sonra, paslanmaz ¢elik hazneli bitki 6giitiictide (9000
devir/dk) ogiitiilerek toz haline getirilmistir. Toz 6rnekler, 500 ml’lik balon jojelerin
kullanildig1 6’11 mantolu balon 1sitict diizeneginde, soxhlet ekstraksiyon yontemiyle,
50-55°C’de, 8 saat siireyle 1:10 (w/v) oraninda %96’lik saflikta etanol ile
ekstraksiyona tabi tutulmustur. Balonlardaki ornekler, 1 giin siire ile +4°C’de
buzdolabinda muhafaza edilmistir. Ardindan rotary evaporatér yardimiyla
orneklerdeki ¢oziiciiler uzaklastirilarak, -110°C’de liyofilize edilmis ve kuru

ekstraktlara doniistliriilmustiir.
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Sekil 2.2. Ekstraksiyon, ¢dziicli uzaklastirma ve liyofilizasyon asamalari.

2.2.3. TFM, TAK ve TAA analizleri

Ekstraktlarn  TFM  igerikleri  Folin-Ciocalteu reaktifi  kullanilarak
belirlenmistir. Bir tiip igerisine 0,5 mL ekstraktan (1 mg/ml) alindiktan sonra, {izerine
2,5 mL Folin-Ciocaleu reaktifi (0,2N) ve 2,0 ml NaxCOsz (75 g/l) eklenerek
karistirilmistir. Ornekler karanlik ortamda 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildikten
sonra 765 nm dalga boyunda spektrofotometrede Ol¢iilmiistiir. Bu islemler tiim
ekstraktlarlar i¢in ayr1 ayr1 uygulanmistir. Kalibrasyon egrisi ve sonuglari olusturmak
icin 5-100 ppm konsantrasyonlarda gallik asit standart ¢ozeltileri mg gallik asit
esdegeri (mgGAE)/g kuru agirlik iizerinden ifade edilmistir. Ekstraktlarin total
fenolik igerikleri Folin-Ciocalteu metodu ile standart olarak gallik asit kullanilarak

belirlenmistir. Tiim deneyler birbirinden bagimsiz olarak ti¢ kez tekrarlanmistir.

Ekstraktlarda TAK diizeyleri fosfomolibdat testi ile belirlenmistir. Ydntemin
prensibi Mo (VI) anyonunun Mo (V)’e indirgenmesi ve asidik kosullarda yesil renkte
fosfat/Mo (V) kompleksi olusumuna dayanmaktadir. Bitki ekstraktlarinin derisimleri
1 mg/ml seklinde hazirlanmistir. Standart olarak da 0,5 mg/ml ile 0,0375 mg/mi
arasinda bes farkli konsantrasyonda askorbik asit kullanilmistir. Yontemde
kullanilacak reaktif ¢ozeltisi i¢in; herbirinden 25 ml olacak sekilde 0,6 M H2SOg4, 28
mM NazHPO4.12H20 ve 4 mM amonyum molibdat hazirlanarak karistirilarak reaktif
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¢ozeltisi hazir hale getirilmistir. Bir tiipe derisimi 1 mg/ml olan ekstraktan 0,1 ml
alinip, tizerine 1 ml reaktif ¢ozeltisinden eklenmistir. Tiipler karigtirilarak thermal
block’ta 95°C’de 90 dakika inkiibe edildikten sonra ¢ozeltiler oda sicakligina
getirilip absorbanslar1 695 nm’de spektrofotometrede oOl¢ililmiistiir. Ayni islemler
standart olarak kullanilan askorbik asit i¢in de yapilarak, antioksidan aktivite mg
askorbik asit esdegeri (mgAE/g) olarak hesaplanmistir. Tiim deneyler birbirinden

bagimsiz olarak li¢ kez tekrarlanmistir.

Toplam antioksidan aktivite (TAA) 2,2'-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)
antioksidan testine gore belirlenmistir. Ekstrakttan alinan 0.1 mL (1 mg/ mL) {izerine
3.9 mL metanolde ¢oziinmiis DPPH (6x10—5 M) eklenmistir. Normal sartlar altinda
30 dakika inkiibe edildikten sonra 515 nm’de absorbanslar1 Ol¢lilmiistir. Standart
olarak 0.03-0.5 mM araliginda 5 farkli konsantrasyonda Troloks standart ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Antioksidan aktivite prosediirleri standart ¢ozelti olan Troloks igin de
tekrarlanmigtir. Sonuglar mmol Troloks Esdegeri TE/g kuru agirlik olarak ifade

edilmistir. Tlim deneyler birbirinden bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlanmistir.
2.2.4. Deneysel ¢calisma

Deneysel ¢alisma Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi (SUDAM) Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 28.12.2018 tarih ve 2019-15

karar sayil1 izni ile gergeklestirilmistir.

Calismamizda, SUDAM’den temin edilen ve ¢alisma dncesi saglik kontrolleri
yapilan 38 adet 6-10 haftalik Wistar Albino 1rki erkek rat kullanilmistir. Yem ve su
ithtiyaglart istege bagli olarak karsilanmistir. Hayvanlarin barinma ortamlart 1s1k
(12/12 saat 1sik/karanlik-07.30/19.30), 1s1 (22+2°C) ve nem (%55+5) diizeyleri
acisindan kontrol altinda tutulmustur. Hayvanlar rastgele ve agirlik kontrolleri

yapilarak 5 gruba ayrilmistir.
2.2.4.1. Deney gruplari

Kontrol Grubu: Herhangi bir ekstrakt, ilag ve radyoterapi (RT) uygulamasi
yapilmayan gruptur. Bu grupta yer alan ratlar deneysel ¢alisma igin ayrilmis ve 14.
giiniin sonunda anestezi altinda kalpten kan alimindan sonra servikal dislokasyon
yontemi ile sakrifiye edilerek, KC doku ornekleri toplanmistir. Serum ve doku

ornekleri -80 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmistir. (n=6)
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RT Grubu: Bu grupta yer alan ratlara ¢aligmanin 1. giiniinde 12 Gy lik tek doz RT
uygulanmis ve 14. gilinlin sonunda anestezi altinda kalpten kan alimindan sonra
servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek, KC doku 6rnekleri toplanmustir.

Serum ve doku ornekleri -80 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmistir. (n=8)

RT+VA Grubu: Bu grupta yer alan ratlara ¢aligmanin 1. gliniinde 12 Gy lik tek doz
RT uygulanmis ve deney siiresi boyunca 500 mg/kg BVA ekstrakti gavaj ile
verilmistir. 14. giiniin sonunda anestezi altinda kalpten kan alimindan sonra servikal
dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek, KC doku 6rnekleri toplanmistir. Serum ve

doku 6rnekleri -80 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmistir. (n=8)

RT+NAS Grubu: Bu grupta yer alan ratlara ¢alismanin 1. glininde RT’den 1 saat
once 275 mg/kg/48 saat i.p. NAS uygulandiktan sonra, 12 Gy lik tek doz RT
uygulanmis ve 14. gilinlin sonunda anestezi altinda kalpten kan alimindan sonra
servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek, KC doku Ornekleri toplanmistir.

Serum ve doku 6rnekleri -80 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmistir. (n=8)

RT+NAS+VA Grubu: Bu grupta yer alan ratlara deney siiresi boyunca 500 mg/kg
BVA ekstrakti gavaj ile verilmistir. Caligmanin 1. giiniinde RT den 1 saat 6nce 275
mg/kg/48 saat i.p. NAS uygulandiktan sonra, 12 Gy lik tek doz RT uygulanmis ve
14. giinlin sonunda anestezi altinda kalpten kan alimidan sonra servikal dislokasyon
yontemi ile sakrifiye edilerek, KC doku ornekleri toplanmistir. Serum ve doku

ornekleri -80 °C’de analiz edilinceye kadar saklanmistir. (n=8)

Deneysel calisma sonunda RT uygulanan deney gruplarinda ikiser 6lim

gerceklesmis olup, calisma her grupta altisar hayvan ile tamamlanmastir.
2.2.4.2. BVA ekstrakti ve NAS doz secimi

Calismamizda farkli konaker agaglar (badem, ahlat, sogiit) lizerinden toplanan
VA oOrneklerindem elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde, toplam
antioksidan kapasite ve antioksidan aktivite analizleri sonucunda 6ne ¢ikan VA tiirii
olarak belirlenen BVA, Orhan ve ark.’nin ¢alismalarinda kullandiklart VA dozu 500
mg/kg ile kullanilmistir (Orhan ve ark 2005). Calismada uygulanan NAS dozu ise,
Sprong ve ark.’nin ¢alismalarinda uyguladigi 275 mg/kg/48 saat (i.p.) ile
belirlenmistir (Corinne Sprong ve ark 1998).
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2.2.4.3. Radyoterapi uygulamasi

Ratlar i.p. enjeksiyonla uygulanan anestezi altinda, supin pozisyonda dort
ekstremitesi bantlanarak sabitlenmis, lineer hizlandirici cihazinda kaynak-eksen
mesafesi teknigiyle 2,0 cm derinlikte (0,5 cm’lik bolus ile), anterior 4 x 4 cm? tek
alanda ve tek fraksiyonda 12 Gy doz ile tim abdomene RT uygulanmistir. RT
uygulamasi S.U. Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi ABD’nda gerceklestirilmistir.

Sekil 2.3. Anestezi altinda RT uygulamasi.

2.2.5. Doku homojenatlarinin hazirlanmasi

Falkon tiipler icerisinde 1’er gr doku ornekleri iizerine 9 ml ¢alisma
soliisyonu (0,15 M KCI) eklenerek, buz iistiinde 9500 rpm’de 1-2 dk siireyle
homojenize edilmistir. Homojenatlar eppendorf tiiplerine aktarilarak 4000g’de 20 dk
+4°C’de santrifiij edilerek siipernatantlar ayrilmistir. Ayrilan siipernatantlar TOK ve

TAK analizlerinde kullanilmistir.
2.2.6. Kan 6rneklerinin toplanmasi

TAK, TOK, ALT ve AST ol¢limleri i¢in ratlardan diiz tiiplere alinan kan

ornekleri, 10 dk siireyle 3500 rpm’de santrifiij edilerek serum kisimlart ayrilmis ve
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eppendorf tiiplere belli miktarlarda porsiyonlanarak caligma giiniine kadar -80°C’de

saklanmistir.
2.2.7. Serum ALT ve AST diizeylerinin belirlenmesi

Serum &rneklerindeki ALT ve AST diizeyleri S.U. Tip Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvarindaki rutin biyokimya otoanalizériinde (Beckman Coulter AUS5800,
USA) belirlenmistir.

2.2.8. Serum ve doku orneklerinde TAK ve TOK diizeyleri ve OSI’lerinin

belirlenmesi

Serum ve KC doku o6rneklerinde TAK ve TOK diizeyleri hazir ticari kitler
kullanilarak  spektofotometrik  olarak S.U. Tip  Fakiiltesi Biyokimya
Laboratuvarindaki rutin biyokimya otoanalizoriinde (Beckman Coulter AUS5800,
USA) belirlenmistir. OSi’leri TOK/TAK formiiliiyle hesaplanmustir.

2.2.9. Karaciger doku érneklerinde 8-OHdG diizeylerinin belirlenmesi

Karaciger dokularinda DNA izolasyonunu takiben, 8-OHdG diizeyleri hazir
ticari kit ile ELISA yontemiyle belirlenmistir. Doku 6rnekleri ilk asamada ¢izelge
2.2.°de bilesimi verilen lizis tampon ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Ardindan DNA

izolasyonu asagida sekil 2.3.’de verilen protokole gore yapilmistir.

Cizelge 2.2. Lizis tampon ¢ozeltisi bilesimi (100 ml i¢in).

Bilesen Adi Miktar

5 M NaCl 4 ml

1,5 M Tris pH (8,5) 6,66 ml

0,5M EDTA 1ml

%10 SDS 2ml,

dH.0 100 m!’ye tamamlanir.
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Doku 6rnekleri tizerine 0,5 ml lizis tamponu eklendi.

Stok Proteinaz K ¢6zeltisinden (10 mg/ml), 20 ul Proteinaz K eklendi.

-

Ornek tiipleri 56 °C’de su banyosunda bir gece bekletildi.

-

3500 rpm’de 10 sn santrifiij edildi.

-

160 ul 5 M NaCl eklenerek karistirildi.

-

600 pl kloroform eklenerek tiipler ters diiz edilerek karistirildu.

-

12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, stipernatantlar bir baska tiipe alindi.

-

700 ul izopropil alkol eklenerek karistirildi ve kloroform uzaklastirildi.

-

12.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek, siipernatantlar uzaklastirildu.

-

Tiiplere 1 ml %70°1ik etil alkol eklnerek, 12.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.

-

Tiip tabaninda DNA goriilerek, etil alkol uzaklastirildi.

4

Orneklere 200 pl steril su eklenerek, 4 °C’de saklandh.
Sekil 2.4. DNA izolasyon protokolii.

2.2.10. Serum M-30 Diizeylerinin Belirlenmesi

Serum M-30 diizeyleri hazir ticari kit ile ELISA yontemiyle belirlenmistir.
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2.2.11. Karaciger doku 6rneklerinden protein izolasyonu

KC dokularindan protein izolasyonu Ripa lizis tampon kiti (Santa Cruz
Katalog no: sc-24948) ile yapilmistir. 1 ml Ripa basina; 10 ul PMSF, 10 ul sodyum
ortovanadat ve 10-20 ul proteaz inhibitér kokteyl soliisyonu ilave edilerek 1X Ripa
lizis tamponu hazirlamistir. 100’er mg doku drnekleri tartilarak, 1,5 ml’lik mikrofiij
tiiplerde iizerlerine 300’er ul Ripa ilave edilmis ve ultrasonik homojenizatdrde buz
tizerinde homojenize edilmistir. Elde edilen doku homojenatlar1 14000 rpm, +4°C ve
15 dk siireyle santrifiij edilerek siipernatantlar1 ayrilmistir. Pellet kontaminasyonunu
onlemek i¢in ayrilan siipernatantlar tekrar santrifiij edilerek alikotlanmistir.

Alikotlanan 6rnekler ¢alisma giiniine kadar -80 °C’de muhafaza edilmistir.
2.2.12. Karaciger doku érneklerinde total protein analizi

Total protein analizi florometrik olarak Qubit 2.0 cihaziyla yapilmistir.Analiz
oncesi hazir ticari kitte (Qubit™ Protein Assay Kit, Invitrogen) yer alan protein
reaktifi ve tampon ¢ozeltileri ile 1:200 oraninda galisma soliisyonu hazirlanmistir.
Standart sayisinca, seffaf 500 pl’lik eppendorflara bu c¢alisma soliisyonundan 190 pl
konularak, tizerilerine 10’ar pl standart eklenerek 15-20 sn pipetaj yapilmis,
sonrasinda 15 dk karanlikta inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra yine oOrnek
sayisinca, seffaf 500 ul’lik eppendorflara bu galigma soliisyonundan 199 pl konmus,
tizerlerine 1’er pl 6rnek eklenerek 15-20 sn pipetaj yapilmis, sonrasinda yine 15 dk
karanlikta inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda o6ncelikle standartlar
cthazda okutularak kalibrasyon egrisi elde edilmis, devaminda 6rnekler sirasiyla
okutularak cihazda okunan deger 200/1 ile carpilarak ¢ikan sonu¢ pg/ml cinsinden

ifade edilmistir.

2.2.13. Karaciger doku orneklerinde Western Blot yontemi ile apopitotik

protein (bcl-2, bax) ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi
2.2.13.1. Elektroforez oncesi protein érneklerinin hazirlanmasi

Protein 6rneklerinin hazirliginda, jele yiiklenecek esit protein miktarlar1 her
bir 6rnek i¢in 30 pg proteine karsilik gelen hacim miktar tizerinden (pl cinsinden)
hesap edilmistir. Jellerde kuyucuklara yiiklenecek her bir 25 pl protein Ornegi
(ptotein+distile su+10 pul 2X 6rnek yiikleme tampon), kuru blok 1siticida 90°C’de 5
dk inkiibe edilerek protein denatiirasyonu saglanmis ve yiikleme i¢in hazir hale

getirilmigtir.
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2.2.13.2. SDS-PAGE jel elektroforezi

Proteinlerin elektroforezleri sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid (SDS-
PAGE) hazir ve dokme %]10’luk jellerde yapilmistir. %10°luk dokme jellerde,
ayirma ve yiikleme jeli bilesimleri ¢izelge 2.3. ve cizelge 2.4.’de verilmistir. Jel
dokme asamasinda; kasetler arasinda sabitlenen cam plakalar arasina tarak
yiiksekliginin yaklasik 0,5 cm altina kadar ayirma jelinin pipetlenmesini takiben 7 dk
sonra, 70 ul izopropil alkol ilave edilerek, ayirma jeli ile yiikleme jeli arasinda diiz
bir ayrim ¢izgisinin olusmasi saglanmistir. Yaklasik 40-60 dk’lik bir siire jelin
donmasi beklenmistir. Bu silirenin sonunda, izopropil alkol uzaklastirilarak
hazirlanan yiikleme jeli camlar arasina pipetlenmis ve vakit gecirmeden tarak jel
lizerine batirilarak sabitlenmistir. Yiikleme jelinin donmasi i¢inde yaklasik 1 saat
beklenmistir. Daha sonra kasetlerden ¢ikarilan jel kaliplarinin dis yiizeyi distile suyla
yikanarak, tarak cikarilmadan +4°C’de yiiriitme tamponu igerisinde buzdolabina
konmustur. Yiriitme tamponu igin gerekli Tris-Glisin (10X) ¢ozeltisi ve 1X yiirlitme

tamponu ¢ozeltisi bilesimleri ¢izelge 2.5. ve cizelge 2.6.’da verilmistir.

Cizelge 2.3. Ayirma jeli bilegimi.

Bilesen Adi Miktar
Akrilamid/Bisakrilamid (Acr/Bis-Acr) 4 ml
Tris pH (8,8) 3,5 ml
Distile su (dH20) 2,5ml
Amonyum persiilfat (APS) 30 ul
TEMED 10 pl

Cizelge 2.4. Yiikleme jeli bilegimi.

Bilesen Ad1 Miktar
Acr/Bis-Acr 750 pl
Tris pH (6,8) 800 ul
dH,O 1,8 ml
APS 20 pl
TEMED 4 ul
Cizelge 2.5. Tris-Glisin (10X) ¢ozeltisi bilesimi (1 1t i¢in).
Bilesen Adi Miktar
Tris baz 30,3 gr
Glisin 144 gr
dH.0 11t’ye tamamlanir.
Cizelge 2.6. Yiiriitme tampon (1X) ¢ozeltisi bilesimi (1 1t icin).
Bilesen Ad1 Miktar
Tris-Glisin (10X) 100 ml
dH20 900 ml
% 10’luk SDS 10 ml
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Dikey elektroforez setinin kullanildig1 ¢aligmamizda, marker eklenen
kuyucuklara 4 pl marker, ornek yiiklenecek kuyucuklara ise 25 pl Ornek
pipetlenerek, ilk asamada marker ve orneklerin yiikleme jelinin tabanina oturmasi
icin 90 voltta 20 dk siireyle, ikinci asamada ise 120 voltta yaklasik 90 dk siireyle

elektroforez iglemi uygulanmustir.
2.2.13.3. Proteinlerin jelden membrana transferi (blotlama)

Bu asamada jelde yiiriitiilen proteinlerin, transfer cihazinda yiiksek volt
elektrik akimiyla PVDF membrana aktarimi (blotlama) saglanir. Calismamizda semi-
dry (yari-kuru) transfer diizenegi kullanilmigtir. Bu amagla ilk olarak ¢izelge 2.7.’de
bilesimi verilen transfer tampon ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Daha sonra PVDF
membranlar 30-60 sn metanolde sallandiktan sonra, pens yardimiyla silkelenerek
metonol uzaklastirilmistir. Daha sonra membranlar, transfer tampon c¢ozeltisine
konarak calkalayicida 60 rpm’de 10-20 dakika sallanmistir. Elektroforez islemi
tamamlandiktan sonra transfer cihazina transfer tamponu ile 1slatilmis kalin filtre
kagitlar1 konarak, lizerine PVDF membranlar yerlestirilmistir. Membranlar iizerine
cam plakalar arasindan ¢ikartilan jeller yerlestirilerek, lizerine tekrar transfer tampon
ile 1slatilmig ince filtre kagitlar1 konarak kapatilmigtir. Transfer islemi 2 kez, 7 dk

stire ve 25 volt elektrik akimi ile gergeklestirilmistir.

Cizelge 2.7. Transfer tampon (1X) ¢ozeltisi bilesimi (1 It i¢in).

Bilesen Adi Miktar
Tris-Glisin (10X) 100 ml
Metanol 200 ml
dH.0 700 ml

2.2.13.4. Bloklama

Bloklama, membranla antikorlar arasindaki spesifik olmayan, yani
istenmeyen baglanmalar1 engellemek i¢in uygulanir. Bu amagla ¢alismamizda her bir
membran i¢in; 0,1 gr BSA’nin, 10 ml tris tampon ¢6zeltisi (TBS-T) igerisinde
¢oziindiriilmesi ile elde edilen %1°lik BSA ¢ozeltisi kullanilmigtir. TBS ve TBS-T
cozeltilerinin bilesimi cizelge 2.8. ve 2.9.’da verilmistir. Transfer islemi tamamlanan
membranlar %]1°lik BSA ¢ozeltisinde 1 saat siireyle ¢alkalayici iizerinde
bloklanmistir. Daha sonra membranlar 3 kez, 10’ar dk ve 8’er ml TBS-T ¢o6zeltisi ile

yikanarak primer antikorlarla inkiibasyon asamasina gecilmistir.
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Cizelge 2.8. TBS (10X) ¢ozeltisi bilesimi (1 1t icin).

Bilesen Ad1 Miktar
NaCl 88 gr

Tris baz 24 gr

HCI ekleyerek pH 8,0‘¢ ayarlanir. ~4ml
dH20 11t’ye tamamlanir.

Cizelge 2.9. TBS-T (1X) ¢ozeltisi bilegimi (1 It i¢in).

Bilesen Ad1 Miktar
TBS (10X) 100 mi
dH,0 900 ml
Tween-20 4 ml

2.2.13.5. Primer antikorlar ile inkiibasyon

Primer antikorlarla inkiibasyon asamasinda membranlar, calisilacak
antikorlara gore; sirasiyla 1:50, 1:50, 1:2000 oraninda %1°lik 10 ml BSA ¢ozeltisiyle
seyreltilen Bax, Bcl-2 ve B-aktin primer antikor ¢ozeltileriyle 1 gece buzdolabinda
+4°C’de ve 60 rpm’de c¢alkalayici {izerinde sallanmistir. Daha sonra membranlar 3
kez, 10’ar dk ve 8er ml TBS-T ¢ozeltisi ile yikanarak, primer antikorlardan

kurtarilmis ve sekonder antikorla inkiibasyon agsamasina gegilmistir.
2.2.13.6. Sekonder antikor ile inkiibasyon

Sekonder antikorla inkiibasyon asamasinda her bir membran, 1:5000
oraninda %]1°lik 10 ml BSA c¢ozeltisiyle seyreltilen rat dokusuna 6zgii sekonder
antikor ¢ozeltisiyle 1 saat siireyle, oda sicakliginda ve 60 rpm’de calkalayici lizerinde
sallanmistir. Daha sonra membranlar 3 kez, 10’ar dk ve 8’er ml TBS-T c¢ozeltisi ile
yikanarak, sekonder antikordan kurtarilmis ve ECL substrati ile muamele ve

goriintiileme asamasina gecilmistir.
2.2.13.7. ECL substrati ile muamele ve goriintiileme

Calismamizda kullandigimiz kemiliiminesans ECL substrat kiti i¢eriginde yer
alan reaktiflerle, 2 ml’lik eppendorf i¢inde her bir membran ¢itfi i¢in 1,4 ml ECL
substrat ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden esit miktarda alinarak,
goriintiileme cihazinin (VILBER Fusion FX) tepsisine pens yardimiyla yerlestirilen
her bir membranda, ¢alisilan gene ait bant goriintiisiiniin alinacag1 6ngoriilen bolgeye
damlatilmistir. Membran lizerine damlatilan ECL substrat ¢0zeltisinin membran

tizerinde yayilimasi i¢in tepsi asagi-yukari hareket ettirlerek 5 dk siireyle karanlikta
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inkiibasyona brrakilmugtir.  Inkiibsayon sonunda membran  gériintiilemeleri

yapilmuistir.

2.2.13.8. Bax, Bcl-2 ve p-aktin bant goriintiillerinin sayisal verilere

doniistiiriilmesi

ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) programi ile bant

goriintlilerinin ylizde alan hesaplamalari yapilarak sayisal veriler elde edilmistir.
2.2.13.9. Bax ve Bcl-2 verilerinin normalizasyonu

Deney gruplarinda Bax ve Bcl-2 diizeyleri, Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific, USA) firmasi1 tarafindan yayinlanan normalizasyon yontemine gore; ilk
olarak her bir B-aktin degeri, ilgili deney grubundaki en yiiksek B-aktin degerine
boliinerek normalizasyon faktorii elde edilmis, sonrasinda ilgili deney grubundaki
her bir Bax ve Bcl-2 degeri bu normalizasyon faktoriine boliinerek normalize

edilmistir.

2.2.14. Karaciger dokularimin  histopatolojik  degerlendirilmesi ve
immiinohistokimyasal boyama yontemleriyle kaspaz 3 ve kaspaz 9 antijen

diizeylerinin belirlenmesi

KC doku orneklerinin histopatojik degerlendirilmesi ve kaspaz antijen
diizeylerinin analizi S.U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji ABD’nda
yapilmistir.

Sakrifikasyon sonrasi toplanan KC doku ornekleri, taze hazirlanmis ve
sogutulmus %4’luk parafolmaldehit fiksatifinde, fiksatif/doku hacim orami 10:1
olacak sekilde +4°C’de 24 saat bekletilmis, sonrasinda frozen kesit hazirhgi
icin  %30’luk siikroz (1 ml sodyum azid ile) igerisine alinarak dokular dibe ¢6kene
kadar en az 24 saat tekrar bekletilmistir. Ardindan KC doku ornekleri kriyomatriks
icine istenilen alan agilandirilarak dikkatli bir sekilde gdmiilmiis, kriyostat cihaz ile
poly-L-lysine kapli lamlara 5 um kalinliginda seri kesitler alinmistir. Alinan kesitler

frozen cihazindaki -20 °C’yi muhafaza edecek sekilde dondurucuya kaldirilmustir.

Genel histopatolojik degerendirmede, Hematoksilen&Eozin (H&E) ile
boyanan frozen kesitler inflamasyon alani, inflamasyon belirtecleri (lenfosit
infiltrasyonu, 6dem), apopitotik hiicre degisiklikleri (hiicresel sisme, apopitotik

cisim, kromatin kondensasyonu), olasi iyilesme/hasar alanlari  agisindan
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degerlendirilmistir. H&E ile boyama protokolii, Sekil 2.4.’de yer alan iglem sirasina

gore uygulanmaistir.

Doku preparatlar1 1 gece 57°C’de etiivde birakilarak deparafinize edildi.

4

Ksilende 2 kez 30’ar dk bekletildi.

4

Azalan konsantrasyonlardaki (%90-80-70-60-50’1iK) etil alkol ¢6zeltilerinden
gecirildi.

4

Akan su altinda 5 dk yikandi.

3

Hematoksilende 5 dk bekletildi.

4

Akan su altinda tekrar 5 dk yikandi.

4

Asit alkole batirilip ¢ikartildi.

4

Akan su altinda tekrar 5 dk yikandi.

3

Eozinde 2-3 dk bekletildi.

4

Artan konsantrasyonlardaki (%50-60-70-80-90°11k) etil alkol ¢ozeltilerinden
gecirildi.

3

Dokular iizerine entellan damlatilarak lamelle kapatildi.

Sekil 2.5. H&E ile boyama protokolii.
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Immiinohistokimyasal boyamalar icin ise, hazirlanan frozen Kesitler
dondurucudan ¢ikartilarak, sakrifikasyondan goriintiilemeye kadar gecen zamana
bagl olarak Ongoériilen antijen miktarinin azalmasi veya maskelenmesi sorununun
giderilmesi amaciyla, kesitlere ilk olarak Triton-X100 ve proteinaz K ile antijen
retrieval (geri kazanim) prosediirii uygulanmistir. Daha sonra Kesitlere Sekil 2.5.’de
yer alan protokoldeki islem sirasina gore konjuge kaspaz-3 ve kaspaz-9 antikorlart ile
isaretleme yapilmistir. Tim islemler karanlik ortamda ve nem ortami (humidified
chamber) olusturularak yapilmistir. Boyanan preparatlar, foto atagmanli Olympus
BX51 Trinokiiler floresan mikroskopta Texas Red ve UV filtreler ile incelenerek
degerlendirilmis ve goriintiiler alinmistir. Goriintiileme asamasinda oncelikle 4X ve
10X biiyiitme ile goriintilleme alaninin haritasi ¢ikarilmis, belirlenen alanlar 20X
biiyiitmede her birinden rastgele 4’er alan se¢ilereck DP72 kamera ile kaydedilmistir.
UV filtresi kullanilarak floresan mikroskop altinda; cekirdekleri DAPI ile mavi
renkte isaretlenen hiicreler belirlenmis ve sayimlari yapilmigtir. Sayimi yapilan 100
hiicredeki Texas Red filtreyle kirmizi renkte isaretlenen kaspaz 3 ve kaspaz 9
apopitotik hiicre sayimlar1 ImageJ programi (National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) kullanilarak yapilmis, [Apopitotik Indeks=(Apopitotik hiicre sayisi/canli

hiicre sayis1)x100] formiiliiyle apopitotik hiicre indeksleri hesaplanmaistir.
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Kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izildi.

4

PBS ile 2 kez 5 dk yikandi.

-

Oda sicakliginda 30 dk %0,2 Triton X-100 igeren PBS ile inkiibe edildi.

-

PBS ile tekrar 2 kez 5 dk yikandi.

-

Protein Block soliisyonu ile 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.

=

Yikama yapmadan pipet ile blok soliisyonu uzaklastirildi.

-

Kaspaz-3/Kaspaz-9 (1/100 diliie edilmis) primer antikoru ile 1 gece +4°C’de inkiibe
edildi.

-

PBS ile tekrar 3 kez 5 dk yikandi.

-

TRITC Goat Anti-Rabbit (1IgG) sekonder antikor ile 3 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi.

-

PBS ile tekrar 3 kez 5 dk yikand.

4

Kesitler DAPT’li fliioresan kapatma soliisyonu ile kapatildi.

Sekil 2.6. Immiinohistokimyasal boyama protokolii.
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2.3. istatistiksel Analizler

Tiim istatistiksel analizler, R istatistik programinin 3.6.0. siirimii kullanilarak
yapilmistir. Verilerin normallik kontrolii Shapiro-Wilk's testiyle, varyanslarin
homojenlik degerlendirmesi ise Levene's testi kullanilarak yapilmistir. Sayisal
degiskenler ortalama + standart sapma veya g¢eyrekler arasi agiklikla (%25-75)
medyan olarak ifade edilmistir. Calisma bulgulart acisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunup bulunmadigt ANOVA tek yonlii varyans
analizi ve devaminda Tukey HSD post-hoc testiyle, Welch F testi ve devaminda
Games-Howell post-hoc testi veya Kruskal-Wallis H ve devaminda Benjamini-
Hochberg diizeltmeli Dunn testi yapilarak analiz edilmistir. Istatistiksel olarak

p<0,05 anlaml1 kabul edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. TFM, TAK ve TAA Sonuglari

Yapilan TFM, TAK ve TAA analizleri neticesinde 6ne ¢gikan VA tiirii olarak

badem agaglari lizerinden toplanan VA belirlenmistir.

y = 0,0013x + 0,0491
R2=0,9978 /

Sekil 3.1. TFM analizi kalibrasyon grafigi.

TFM Sonuglari (mgGAE/g)
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Sekil 3.2. Farkli VA tiirlerine ait TFM sonuglari.
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y =3,8148x + 0,1017

RZ = 0,9998/’

Sekil 3.3. TAK analizi kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.4. Farkli VA tiirlerine ait TAK sonuglari.

y =0,0026x - 0,0132
R?=0,9917

Sekil 3.5. TAA analizi kalibrasyon grafigi.
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Sekil 3.6. Farkli VA tiirlerine ait TAA sonuglari.

3.2. Serum Orneklerinde Biyokimyasal Sonuglar

Calisma gruplar1 arasinda serum TOK diizeyleri bakimindan anlamli bir
farklilik  (p=0,046) tespit edilmistir (Cizelge 3.1.). RT+NAS grubunda TOK
sekilde

diizeylerinin, kontrol grubuna kiyasla anlamli daha diisiik oldugu

gozlenmistir. Diger parametreler (ALT, AST, TAK, OSi, M-30) bakimindan ise

calisma gruplar1 arasinda anlamli bir fark (sirasiyla p=0,705; p=0,235; p=0,066;

p=0,087; p=0,165) bulunamamuistir.

Cizelge 3.1. Gruplar arasi serum ALT, AST, TAK, TOK, M-30 diizeylerinin ve OSI’lerinin

karsilastirilmasi.
oarametre Kontrol RT RT+NAS | RT+VA RT+NAS+VA etert
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) p degent
48,00 41,00
ALT (U/L) | #920(4500- 1 o7'5y | SO0 (4475 | 0505 | 4850 (41,00-59,00) | 0,705
56.50) 88,50) 58,00) 43,00)
95,00 75.00
AST (U/L) 80'5807 (573)'50' (84,75- 85’?86(22’)75' (60,50- 101’15191%901)'25' 0,235!
: 131.50) ’ 89,50) ’
1,04
TAK 1,19 (1,14 - 9 112098 | 098 (092- ] .
(umol/L) 1,23) (fé’g) 1,15) 1,05) 1.15(1,01-1,19) | 0,066
5,70
TOK 6,06 (4,42 - 10 23542 | 3,75 (2,38 ] .
(umol/L) 8,66)? (g 33) 3,18)" 6,61) 3,25(296-3,94) | 0,046
5,50
, 5,08 (3,77- 01 21946 | 407 (236 ] .
osi o (731582) 268 a0 3,16 (2,62-409) | 0,087
254
M-30 2,64 (2,56- 4 476435 | 393 (2.76- ] .
(ng/ml) 2.84) (32_’;’% 5,10) 4,66) 3,90(3,65-441) | 0.165

Aym satirdaki farkli harfler, post-hoc testler kullanilarak yapilan karsilastirmalardan sonra gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugunu gostermektedir.

! Kruskal Wallis testi / Benjamini-Hochberg diizeltmeli Dunn post-hoc testi.
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M-30 Kalibrasyon Egrisi

y =0,236x + 0,0839

R2=0,97 /
/

1\)

=

Absorbans (450 nm)
o u = i N (6, ] w

0 2 4 6 8 10 12
Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil.3.7. M-30 kalibrasyon egrisi.

3.3. Karaciger Doku Orneklerinde Biyokimyasal Sonuclar

KC doku 6rneklerinde 8-OHAG diizeyleri agisindan ¢alisma gruplari arasinda
anlamli bir farklilik (p=0,001) tespit edilmistir (Cizelge 3.2.). RT uygulanan tiim
gruplarda genel olarak 8-OHdG diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla, RT grubundan
baslamak {tizere sirasiyla RT-NAS; RT+VA; RT-NAS+VA gruplarinda anlaml
sekilde azaldigi, RT+VA ve RT-NAS+VA gruplarinda ise, RT grubuna kiyasla daha
diisiik oldugu, RT-NAS, RT+VA ve RT-NAS+VA gruplarn arasinda ise benzer
oldugu goriilmistiir. Aym sekilde RT ve RT+NAS gruplar1 arasinda da 8-OHdAG
diizeylerinin benzer oldugu dikkati cekmistir. Diger parametreler (TAK, TOK, OSI,
Bax ve Bcl-2) agisindan ise ¢aligma gruplart arasinda anlamli bir farklilik (sirasiyla
p=0,105; p=0,298; p=0,111; p=0,069; p=0,469; p=0,186) bulunamamastir.

Cizelge 3.2. Gruplar aras1 KC doku orneklerinde TAK, TOK, 8-OHdG, Bax, Bcl-2 diizeylerinin ve
OS1I’lerinin karsilagtiriimasi.

Kontrol

RT

Darametre RT+NAS RT+VA RT+NAS+VA 0
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) degeri
TAK 1824021 | 1,68+0,18 | 1,70£019 | 1,93+024 1,8940,10 0,105
(nmol/)
316,29 383,49 326,52 296,77 ]
(Tn?;f,) (296,95- (341,86- (304,73- (283,83- 320'???9(%2()”43 0.2982
n 325,75) 420,59) 351,66) 326,61) *
168,28 241,87 197,84 163,69
osi (162.97- (207.31- (175.36- (142.83- 169’?30%;'28' 0,1112
171,36) 260,28) 232,04) 179,76) ’
8('%/'*”‘]’35 9,13£025% | 871+015° | 830+033% | 815+0,13 785+£0,50° | 0,0013
nax | 2102(1886 | 2501 (17,07 | 18,39 (1658 | 1884 (1735 | 1996(1697- | ..o,
22,70) 31,88) 20,18) 20,84) 23,26) *
bop | 2063(1886- | 2821 (2485 | 17.15(1530- | 1983 (18,69 | 2025(1540- | o
22,15) 29,56) 19,61) 21,15) 21,38) ’

Aym satirdaki farkli harfler, post-hoc testler kullanilarak yapilan karsilastirmalardan sonra gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir.

1 Kruskal Wallis testi / Benjamini-Hochberg diizeltmeli Dunn post-hoc testi.
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2Tek Yonlii ANOVA testi / Tukey HSD post-hoc testi.
% Welch F-testi / Games-Howell post-hoc testi.

8-OHdG Kalibrasyon Egrisi

3

56 y =0,3529x - 0,3612 P
’ R2=0,9798
2

1,? /
0,5 /
ol —

0 2 4 6 8 10
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Absorbans (450 nm)

-0,5

Sekil.3.8. 8-OHdAG kalibrasyon egrisi.
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Sekil.3.9. Kontrol grubu Western Blot bant goriintiileri (n=6).
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Sekil.3.10. RT grubu Western Blot bant gériintiileri (n=6).
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1 2 3 4 5 6

B-aktin D Gy G G GD W .

BaX e e s e o— 71 kDa

Sekil.3.11. RT+NAS grubu Western Blot bant gériintiileri (n=6).
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Sekil.3.12. RT+VA grubu Western Blot bant goriintiileri (n=6).
1 2 3 4 5 6

B-aktin wmm GiD GDHED @ @

B°1'2W26 kDa

Bax—-—-——-—zl kDa

Sekil.3.13. RT+NAS+VA grubu Western Blot bant gbriintiileri (n=6)
3.4. iImmiinohistokimyasal Analiz Sonuclar

Calisma gruplar1 arasinda KC doku Orneklerinde kaspaz-3 ile boyanan
apopitotik hiicre sayilari, Dapi ile isaretlenen canli hiicre sayilar1 ve apopitotik hiicre
indeksleri bakimindan anlamli bir farklilik (sirasiyla p=0,353; p=0,075; p=0,144)

bulunamamistir (Cizelge 3.3.).
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Calisma baslangicinda elimizde mevcut olan kaspaz-9 antikoru ile, ilk yapilan

immiinohistokimyasal boyamalarda sonu¢ alinamamis, bunun {izerine proje

blitcemizde kaspaz-9 antikoru temin etmeye biitce bulunmadigindan kendi
imkanlarimiz ile kaspaz-9 antikoru temin edilmis, fakat satin alinan antikor ile
elimizdeki mevcut KC doku preparatlart aradan gecen zaman goz Oniinde

bulundurularak retrieval (geri c¢agirma) prosediirii ile yeniden boyama ve

goriintiileme islemlerine tabi tutulmus, fakat istenen sonuglar yine elde
edilememistir.
Cizelge 3.3. Gruplar arasi kaspaz-3 diizeylerinin ve API’lerinin karsilastiriimasi.
Parametre Kontrol RT RT+NAS RT+VA RT+NAS+VA p
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) degeri
22,23
) P 21,77 (20,38- | 20,93 (20,18- | 20,03 (18,10- 28,11 (23,22- 1
Kaspaz-3 (2138537) 24,20) 23,40) 20,60) 39,25) 0,353
164 211,08 239,88 202,88
Dapi (153,44 (207.23- (188,13 (162,13- 180*228(%'63' 0,075
164,81) 220,44) 387,63) 225,81) '
AP (ﬁ;g 1065 (997- | 925(723- | 1006(887- | 1432(1L66- | o.,0
14.20) 11,91) 11,35) 11,44) 18,04) '

Ayni satirdaki farkli harfler, post-hoc testler kullanilarak yapilan karsilagtirmalardan sonra gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark oldugunu gostermektedir.
! Kruskal Wallis testi / Benjamini-Hochberg diizeltmeli Dunn post-hoc testi.
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Sekil 3.14. KC doku preparatlarinda kaspaz-3 ve Dapi pozitif hiicreler (Sirasyla yukaridan asagiya;
Kontrol, RT, RT+NAS, RT+VA, RT+NAS+VA).
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3.5. Histopatolojik Degerlendirmeler

Sekll 3 15 H& |Ie oyanan RT grubu KC doku preparatmm X20 magnlflkasyon ||€1$1k mlkroskobu
altinda goriintiisi.

Sekll 3.16. H&E IIe boyanan RT grubu KC doku preparatlmn XIOO magnifikasyon ile 151k
mikroskobu altinda goriintiisii.

RT Grubu: X20 objektif biiyiitmesi ile hepatosit hiicre smirlarinin silindigi,
sayilarinin net bir sekilde azaldigi, hepatosit kordonlarinin 1sinsal diziliminin ve KC
mimarisinin bozuldugu goézlenmistir. Sentrilobtiler hepatik veniil civarinda Kupffer
hiicre artigt (kare) ve minimal bir 6dem saptanmustir. Parankimde yaygin

vakuolizasyon gozlenmistir. Vakuolizasyon alanlar1 kalin ok ile gosterilmistir (Sekil
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3.15.). X100 biiyiitmede kondanse hiicreler; apopitotik siirecteki piknotik hiicre
yildiz ile, yer yer notrofiller ok ile gosterilmistir. Hiicreler arasi alanda ve

parankimada da yaygin vakuoler dejenerasyon izlenmistir. Sinirlart bozulmus

hepatosit hiicresi daire iginde gosterilmistir (Sekil 3.16.).

* ~= __20um |

Sekil 3.17. H&E ile boyanan RT+NAS grubu KC doku preparatinin X40 magnifikasyon ile 1$1k
mikroskobu altinda goriintiisii.

RT+NAS Grubu: X20 objektif biiyiitmesi ile hiicre proliferasyonunda belirgin
artigla birlikte siniizoidal yapinin degistigi goriilmiistiir. Kesit alanina giren portal
vende ve devamindaki dagitici dalinda konjesyon alanlari ve periportal
lokalizasyonlu hafif inflamasyon gozlenmistir. X40 ve X100 biiyiitmelerde reaktif
hiicre proliferasyonu net bir sekilde gozlenmistir. RT sonrasi normal histolojiye
dontis siirecindeki farkli apopitoz asamalari, hiicresel sisme; beyaz ok ile, piknotik
hiicre; kare icinde isaretlenmistir. Makrofajlar mekik sekilli olarak ok ile

gosterilmistir (Sekil 3.17.).

RT+VA Grubu: X20 objektif biiyiitmesi ile hepatosit biitiinliigiin ve radyal
mimarinin RT grubuna gore daha iyi korundugu, sinirlarinin daha net oldugu
izlenmistir. .Portal alanda inflamasyon ve genisleme dikkati ¢ekmistir. Benzer
sekilde santral ven ve siniizoidal kapillerde de genisleme izlenmistir. RT+NAS

grubundaki kadar yogun olmasa da proliferatif alanlar gozlenmistir.

RT+NAS+VA Grubu: X20 objektif biiyiitmesi ile portal triad etrafinda ¢ok hafif

inflamasyon ve minimal vakuolizasyon goriilmiistiir. Yaygin, fakat RT+NAS
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grubuna kiyasla minimal proliferasyon ve goreceli siniizoidal genislemeler

izlenmistir.
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Sekil 3.18. H&E ile boyanan KC doku preparatlarinin 1s1k mikroskobu altinda goriintiileri (Sirasyla
yukaridan asagiya; Kontrol, RT, RT+NAS, RT+VA, RT+NAS+VA).
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4. TARTISMA

Giliniimiiz kanser tedavisinde uygulanan modern RT teknikleri, tedavideki
basar1 oranlarim1 ve RT uygulanan hedef doku ve ¢evresindeki komsu dokulardaki
kontrol imkanini artirsa da, RT’nin saglikli dokular iizerine zararli etkilerini
tamamen ortadan kaldirmaya yeterli olamadiklar1 goriilmektedir. IR’un biyolojik
sistemler iizerine hasar etkisi, daha ¢ok dolayli etkisinden ileri gelen serbest radikal
kaynaklidir. RT ile uygulanan tedavi protokollerinde hedeflenen tedavi basaris1 ve
tedavi siirecinde ortaya cikabilecek hasarlar agisindan uygulanan radyasyon tiiri,
dozu ve uygulama periyodu gibi faktorler son derece 6nemli olup, bu faktorler pek
cok arastirmaya konu oldugu dikkat ¢ekmektedir. Radyasyon hasarini 6nlemek veya
azaltmak i¢in kullanilan medikal ajanlarin pahali ve RT uygulanan hastalarda tam bir
etkinlik saglayamamasi, alternatif ve tamamlayict etkilere sahip bitkisel temelli
tedavi metodlarinin arastirilmasini tesvik etmistir. Ozellikle tez calismamizda bitkisel
kaynak olarak VA’nun secilmesinin en 6nemli sebebi; VA’ nun kanser tedavisinde
KT ve RT siireglerinde ortaya ¢ikabilecek istenmeyen yan etkilerin azaltilmasina
katki saglayabilecek, bilesiminde bir¢ok biyoaktif bilesen bulunmasidir. Yaptigimiz
literatlir taramalarinda VA’nun radyokoruyucu etkileri konusunda kisitli c¢aligma

bulundugu goriilmistiir.

Avrupa genelinde ozellikle Almanca’nin konugma dili oldugu yerlesim
bolgelerinde VA, yiiz yili askin bir sliredir tamamlayict etkileriyle, kanser basta
olmak tizere bir¢ok hastalifin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu bdlgelerde VA
preparatlar1 belirli bir izole lektin diizeyinde standardize edilerek, farkli markalar
(Iscador, Lektinol, Cefalektin, Eurixor, Helixor, Iscucin, Isorel, AbnobaViscum vb.)
ad1 altinda fitoterapGtik olarak satisa sunulmaktadir (Freuding ve ark 2019).
VA’ndan izole edilen baslica antikanser etkili bilesikler lektinler ve
viskotoksinlerdir. VA ile ilgili yapilan kapsamli caligmalarla fenolik bilesikler,
triterpen asitler ve non-polar bilesikler gibi diger bilesiklerin de kanser hiicrelerine
kars1 antiproliferatif etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, tiim bitkiden elde
edilen VA ekstraktinin timor hiicrelerini inhibe etmede izole bilesiklerden daha
gliclii oldugu ve birbirleri arasinda giiclii sinerjistik etkilesimlerin oldugu
bildirilmistir (Felenda ve ark 2019). VA'nun kanser tedavisinde ¢ok yonlii faydali
etkiler gdsterdigi, bunlarin bir taraftan halsizlik, yorgunluk, uyku, bulanti, kusma,

istah, psikolojik sorunlar ve agriy1 azalttigi ve uygulanan geleneksel tedavi yan
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etkilerini azaltarak hastalarin yagam kalitesini yiikselttigi, diger taraftan ise sitotoksik
etkileriyle kanser hiicrelerinde apopitoza neden olduklart bildirilmektedir. VA'nun
antikanser aktivitesi lizerine yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalartyla, VA'nun hiicre
proliferasyonunda mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) ve PI3K/AKT dahil
olmak lizere pekg¢ok sinyal yolagma etki ettigi ve bu yolaklarda 6nemli roller
istlendigi gosterilmistir (Park ve ark 2012). Ayrica, VA'nun kanser hiicrelerinde
hiicre siklusunun durmasina, mitokondriyal membran gecirgenliginin bozulmasina
yol agtig1, kaspaz aktivasyonlariyla Bax ve Bcl-2 gibi proapopitotik ve antiapopitotik
protein ifade diizeylerine etki ettigi ortaya konmustur. Farklt VA tiirlerinden elde
edilen ekstraktlarin dendritik hiicrelerin olgunlagsmasi, aktivitelerinin artmasi, 16kosit,
lenfosit ve nétrofil gibi alt 16kosit elemanlar1 sayilar1 ile sitokin sekresyonlarinin
artmasi gibi onemli immiin diizenleyici etkilerinin de oldugu yapilan calismalarla

gosterilmistir (Kim ve ark 2018).

Son yillarda, KC kanseri tedavisinde cerrahi miidahale, KT, RT ve
kombinasyon tedavisi gibi multidisipliner terapétik yaklagimlar 6nerilmektedir. Bu
tedaviler arasinda RT, orta evre ve cerrahi miidahale i¢in uygun olmayan KC kanserli
hastalarda etkili bir tedavi yontemi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, RT
uygulamasi saglikli ¢evre dokularda olusturdugu radyotoksisite sebebiyle, 6zellikle
uygulama dozu bakimindan sinirlamalar gerektirmekte ve RILD da dahil olmak
tizere baz1 istenmeyen komplikasyonlara neden olmaktadir. RILD, RT sirasinda veya
birkag¢ hafta icinde akut bir yanit olarak veya RT'den aylar veya yillar sonra ge¢ yanit
olarak ortaya ¢ikan 6nemli bir KC hastaligidir. RILD, KC kanseri tedavisinde RT'nin
onemli bir sinirlayici faktorii olmasinin yannda, KC kanserli hastalarda yiiksek
mortalite oranlari ile de iligkili bir faktordiir. Ayrica KC, GIS’e yakinhig1 ve biiyiik
boyutu nedeniyle GIS kanserlerinin RT ile tedavisinde siklikla 1sinlanan organlardan
biridir. KC, ayrica allojenik kemik iligi veya hematopoietik kok hiicre nakli hazirlik
asamasinda da radyasyona maruz kalabilmektedir. Kupffer hiicreleri, siniizoidal
endotelyal hiicreler ve hepatik stellat hiicreleri gibi nonparankimal hepatik hiicrelerin
radyoduyarliligi yiiksek hiicreler oldugu bilinmektedir. Bu hiicreler, radyasyon
sirasinda KC yapisinin ve islevinin bozulmasina neden olarak, KC fibrozuna yol
acan ¢esitli maddeler salgilamaktadir. Radyasyona bagli ortaya g¢ikan bu durum,
RILD" olan hastalarda daha ciddi sorunlara neden olmaktadir (Kim ve Jung 2017).

Bu sebeple RT siirecinde ortaya ¢ikan yan etkiler siki takip edilmelidir. Yan etkilerin
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azaltilmasi i¢in, fiziksel agidan radyasyon dozunun normal dokulardan uzak tutmanin
yanisira, hedefe yonelik planlamalarla iR’un hiicre ve doku diizeyinde etkinliginin

diizenlenmesi biiylik 6nem tasimaktadir (Shadad ve ark 2013).

Edem ve ark.’min yaptiklar1 bir c¢alismada, Nijerya’da avokado agaclari
tizerinden toplanan afrika VA’larindan (Loranthus micranthus) elde edilen sulu
ekstraktlar, farkli dozlarda (275, 551 ve 827 mg/kg) 3 hafta boyunca Wistar albino
erkek ratlara oral yoldan uygulanmistir. Calisma sonunda serum ALT ve AST
diizeyleri analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarda, 551 ve 827 mg/kg ekstrakt
uygulanan hayvanlarda ALT diizeylerinin, ekstrakt uygulanmayan kontrol grubuna
kiyasla anlamli sekilde azaldigi (p<0,05), buna karsin AST diizeylerinde ekstrakt
uygulanan tiim doz gruplarinda, kontrol grubuna kiyasla anlamli bir farklilik

bulunmadigi bildirilmistir (Edem ve Usoh 2009).

Banglades’de trropikal aga¢ tiirlerinden biri olan maun agaglar {izerinden
toplanan VA’larmin (Dendrophhoe falcate Linn) yapraklarindan elde edilen sulu ve
etanolik ekstraktlarin, CCls ile indiiklenen KC hasarinda antioksidan ve
hepatoprotektif etkilerinin incelendigi bir baska ¢alismada ise, 7 giin boyunca Long
Evans cinsi ratlara oral yoldan 200 mg/kg doz ile sulu ve etanolik VA ekstraktlari
uygulanmistir. Calisma sonunda serum ALT, AST, ALP ve bilurubin diizeyleri ile
histopatolojik analizler yapilmistir. Elde edilen sonuglarda hem sulu, hem de etanolik
ekstrakt uygulanan gruplarda serum ALT ve AST diizeylerinde, CCls ile KC hasari
olusturulan gruba kiyasla anlamli diisiisler goriildiigii bildirilmistir. Histopatolojik
degerlendirmeler sonucunda da, mikrovezikiiler steatoz ve hepatik nekroz agisindan
ekstrakt uygulanan her iki grupta da, kontrol grubuna kiyasla 6nemli iyilesmeler

gorilmustiir (Haque ve ark 2014).

Parasetomol ile indiiklenen KC hasarinda, kola ve kakao konak¢i agaclari
tizerinden toplanan VA yapraklarinin metanolik ekstraktlarinin kullanildigi deneysel
bir ¢calismada, Wistar albino cinsi ratlara 7 giin boyunca 1000 mg/kg kola ve kakao
VA ekstraktt uygulanmistir. Calisma sonunda yapilan biyokimyasal analizlerde
serum ALT, AST ve ALP diizeylerinin, parasetomol ile hasar olusturulan gruba
kiyasla 6nemli dl¢iide azaldigi bildirilmistir. Ayrica kakao VA’ nun 1000-5000mg/kg
arasindaki dozlarda uygulanmasinin bu enzim diizeylerinde anlamli bir farklilik
olusturmadigi, buna karsin 4000 ve 5000 mg/kg dozlarda kola VA ekstrakti

uygulamasinin bu enzimlerde onemli yiikselislere neden oldugu goézlenmistir.
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Histopatolojik degerlendirmeler yoniinden ise kola VA’na kiyasla, kakao VA’nun
hepatoprotektif etkisinin daha giiclii oldugu ve parasetomol hasarina karsi ciddi

oranda iyilesmeler sagladig1 bildirilmistir (Yusuf ve ark 2015).

Patrick-lwuanyanwu ve ark.’nin Nijerya’da yaptiklar1 bir baska calismada,
karbon tetrakloriir (CCls) ile indiiklenen KC hasarinda VA’nun hepatoprotektif
etkisi; ¢Oziicli olarak metanol, biitanol ve etil asetat’in kullanildigi, soxhlet
ekstraksiyon yontemiyle elde edilen afrika VA (Tapinanthus bangwensis, Engl. & K.
Krause) ekstraktlar1 400 mg/kg doz ile 7 giin boyunca Wistar albino erkek ratlara
oral yoldan uygulanarak incelenmistir. Calisma sonunda serum ALT, AST, ALP ve
bilirubin diizeyleri ile lipit peroksidasyonun belirteclerinden biri olan tiyobarbitiirik
asit (TBARS) diizeyleri analiz edilmistir. Elde edilen sonuglarda sirasiyla metanol,
etil asetat ve biitanol ekstraktlarinin uygulandigi1 gruplarda, kontrol grubuna kiyasla
serum ALT, AST ve TBARS diizeylerinin, artan oran ile 6énemli derecede azaldig:
bildirilmistir. Ayrica yapilan akut toksisite testlerinde 2000 mg/kg’a kadar metanolik
VA ekstrakti uygulamalarinda herhangi bir mortalite gézlenmemistir. Histopatolojik
degerlendirmeler incelendiginde ise, biitanol ve etil asetat -ekstraktlarinin
hepatoprotektif etkilerinin daha yiiksek oldugu, bu ekstraktlarin uygulandig
gruplarda normal goriinlime sahip hepatositler ile santral ven yapilar diizgiin

sintizoidler gézlenmistir (Patrick-lwuanyanwu ve ark 2010).

Adaramoye ve ark.’nin 2012 yilinda yaptiklar1 bir baska ¢alismada ise, STZ
ile diyabet olusturulan hayvanlarda VA’nun antidiyabetik ve antihiperlipidemik
etkisi, kola agaglar tizerinden toplanan Afrika VA’larindan (Kola acuminate) elde
edilen metanolik ekstraktlarin; 50 mg/kg ve 100 mg/kg olmak iizere 2 farkli dozda,
21 giin boyunca 10-12 haftalik Wistar albino erkek ratlara oral yoldan uygulanarak
incelenmistir. Deneysel calisma sonrasinda serum ALT, AST, ALP ve GGT
diizeyleri analiz edilmis, elde edilen sonuglarda STZ ile diyabet olusturulan grupta,
kontrol grubuna kiyasla tiim parametreler agisindan anlamli bir farklilik bulunmadigi
goriilmiistiir. Bu durumun sebebi olarak deney siiresinin kisa olusu gosterilmis ve
deney siiresinin 6-8 haftaya ¢ikarilmasi gerektigi ileri siiriilmiistiir. Buna karsin 100
mg/kg ekstrakt uygulanan grupta ise, STZ grubuna kiyasla dnemli derecede diisiis
gozlendigi bildirilmistir (Adaramoye ve ark 2012).

Bizim g¢alismamizda da bu caligmaya benzer sekilde RT uygulanan tiim

gruplarda, kontrol grubuna kiyasla serum ALT ve AST diizeyleri bakimindan anlamli
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bir farklilik bulunamamistir. Deneysel c¢alismamizin 14 giin siireyle planlanmig
olmasinin, beklenen farkliliklarin ortaya ¢ikmamasinda énemli bir etken olabilecegi
ihtimali, yine bu c¢alismada One siiriilen deney siiresinin daha uzun bir siireyle

planlanmasi goriisliyle paralellik géstermektedir.

CCls‘tin neden oldugu hepatotoksisite iizerine, disbudak agaci ilizerinden
toplanan ve su ile ekstrakte edilen hazir ticari VA preparatinin (AbnobaViscum
fraxini 20 mg/1 ml ampiil (VAF)) koruyucu etkisi silmarin ile karsilagtirilmal1 olarak
incelenmistir. Bu amagla hayvanlar 6 gruba (kontrol, CCls, VA-1, VA-2, silmarin,
VA-2+silmarin) ayrilarak, 30 giin boyunca VA-1 grubuna 0,1 mL/kg/haftada bir kez
subkutan (s.c.) enjeksiyon ile VAF, VA-2 grubuna 0,2 mL/kg/haftada bir kez s.c.
VAF, silmarin grubuna oral yoldan (i.g.) 25 mg/kg/giin silmarin ve VA-2+silmarin
grubuna da 0,2 mL/kg/haftada bir kez (s.c.) VAF+25 mg/kg/giin silmarin (i.g.)
uygulanmistir. Calisma sonunda yapilan biyokimyasal analizlerde, CCls ile hasar
olusturulan gruba kiyasla VA-1, VA-2, silmarin ve VA-2+silmarin gruplarinda
sirastyla  serum ALT diizeylerinin, %51,2; %65,6; %48,9; %73,1, AST
diizeylerinin: %52,6; %61,1; %51.8, %67,6 oraninda anlamli sekilde azaldig1 tespit
edilmistir. Histopatolojik incelemelerde haftada bir kez 0,1 mL/kg VAF ekstrakt
uygulanan grupta, portal venlerde &demi isaret eden belirgin genislemeler ve
tikanikliklar ile KC dokusunun normal yapisinda hafif bozulmalar gozlenirken, 0,2
mL/kg/haftada bir kez VAF uygulanan grupta ise, minimal fibrozis varliginda
kontrol grubuna yakin sekilde doku mimarisinin onarildigr gézlenmistir (Abdel-

Salam ve ark 2010).

Bizim calismamizda da bu g¢alismanin histopatolojik bulgularina benzer
sekilde, RT ile indiiklenen KC hasarina karst BVA ekstrakti uygulanan c¢aligma
grubunda, KC doku kesitlerinde portal alanda inflamasyon, santral ven ve siniizoidal
kapillerde genislemeler varliginda hepatosit biitiinliigliniin ve radyal mimarinin RT
grubuna kiyasla daha iyi korundugu, sinirlarinin daha net oldugu izlenmistir. Ayrica
bu grupta, RT+NAS grubundaki kadar yogun olmasa da, proliferatif alanlar dikkati
cekmistir. RT+NAS gubunda ise, Kesit alanina giren portal vende ve devamindaki
dagitici dalinda konjesyon alanlar1 ve periportal lokalizasyonlu hafif inflamasyon

gozlenirken, belirgin reaktif hiicre proliferasyonu dikkati gozlenmistir.

CClstin neden oldugu oksidatif stres tizerine VA alkalisi (MA)’nin

antioksidan etkisinin ratlar {izerinde arastirildig1 bir ¢alismada serum, KC ve bobrek
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doku oOrneklerinde malondialdehit (MDA) diizeyleri, KC ve bdbrek dokularinda
glutatyon (GSH), glutatyon rediiktaz (GR), glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST) aktiviteleri ile idrar
orneklerinde 8-OHdG diizeyleri incelenmistir. 90 mg/kg CCls uygulanan grupta, KC
ve bobrek dokularindaki MDA seviyelerinin kontrol grubuna kiyasla énemli dlgiide
arttigl, buna karsin GSH seviyeleri ve SOD, GSPx ve GR enzim aktivitelerinin
onemli Olgiide azaldig: goriilmiistiir. CCls+MA uygulanan grupta ise her iki doku
ornegindeki MDA diizeylerinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bir fark olmadigi ve SOD, GSPx ve GR diizeylerinde ise 6nemli dlglide artis oldugu
gozlenmistir. CCls uygulanan ve MA ile tedavi edilen gruplar arasinda 8-OHdG'nin
idrarla atiliminda ise anlamli bir fark bulundugu dikkati ¢gekmistir (Shi ve ark 2006).

[ran’da mese agaglari iizerinden toplanan VA’larmin su ekstraktlari, 4 giin
boyunca si¢anlara farkli dozlarda 500 mg/kg ve 1000 mg/kg i.g. ile uygulanmisg, son
uygulamadan 1 saat sonra 70 mg/kg subkutan yolla alloksan enjeksiyonunu takiben
24., 48. ve 72. saatlerde toplanan serum 6rneklerinde FRAP yontemiyle antioksidan
aktivite analizleri yapilmis, elde edilen sonuglarda 500 mg/kg VA ekstraktinin 48. ve
72. saatlerde, 1000 mg/kg VA ekstraktinin ise tiim zaman dilimlerinde serum
antioksidan aktivite diizeylerini anlamli sekilde artirdig1 bildirilmistir (Mohammad
ve ark 2011).

Avripa VA’nun g alt tiirtintin (sp. album, sp. avusturya, ssp. abietis) i.g. ile
uygulanan 500 mg/kg dozda su ve etanolik ekstraktlarinin, normoglisemik ve STZ ile
indiiklenen diyabetik siganlarda akut hipoglisemik etkileri ile bobrek, KC ve kalp
dokularindaki MDA ve GSH diizeyleri yoniinden antioksidan aktivitelerinin.
arastirildigi bir calismada, VAAB ve VAAL tiirlerine ait su ekstraktlarinin, diyabetik
kontrol grubuna kiyasla MDA diizeylerini, VAAB, VAAL ve VAAU tiirlerine ait su
ekstraktlar1 ile VAAL tiiriine ait etanol ekstraktinin yine diyabetik kontrol grubuna
kiyasla GSH diizeylerini anlaml sekilde azalttigi bildirilmistir (Orhan ve ark 2005).

VA ekstraktlarinin  streptozotosin  (STZ) kaynakli diyabetik sicanlar
tizerindeki antidiyabetik ve antioksidan etkilerinin arastirildigi bir ¢aligmada, TAK
ve TOK analizleri elisa yontemi ile dlglilmiis, VA verilen grupta, diyabet grubuna
gore TOK (p<0,05) diizeylerinin anlamli olarak azaldigi, TAK diizeylerinin ise
arttigi  (p<0,05) goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar, VA’nun diyabetik
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komplikasyonlarin olusumunu 6nlemeye yardimci olabilecek giiglii bir antioksidan

aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Ahmed ve ark 2019).

0.5, 1 ve 2 ng/kg olmak tizere farkli dozlarda i.p. enjeksiyonla uygulanan
ML-T’in, enjeksiyon sonrasi 1., 6., 12. ve 24. saatlerde TNF-a, NO, TAK ve TOK
diizeylerine etkisinin tavsanlar {izerinde arastirildigi bir ¢alismada, 0.5 ng/kg ML-I
uygulanan grupta TNF-a diizeyinin tiim zaman dilimlerinde kontrol ve diger ML-1
uygulanan gruplara kiyasla yiiksek olmakla birlikte, 1. saat sonunda en yiiksek
degerine ulastig1 (p<0.01) gozlenmistir. 0.5 ve 1 ng/kg lektin dozlarinin 1. saatte NO
diizeyini 6nemli derecede azalttigi (p<0,05), buna karsmm 1 ve 2 ng/kg ML-1
dozlarmin 12. saat sonunda NO diizeyini 6nemli oranda arttirdig1 (p<0,05) ve diger
gruplar arasinda istatistiksel olarak bir farkin bulunmadig: bildirilmistir. 0.5 ng/kg
ML-I uygulanan grupta, 1 saat itibariyle TAK degerlerinin 6, 12 ve 24. saatlere
kiyasla daha yiiksek (p<0,05) oldugu, TOK diizeylerinde ise gruplar arasi tim zaman
dilimlerinde anlamli bir farklilik bulunmadig: goriilmiistiir (Harmankaya ve Ozcan

2017).

Calismamizda serum Orneklerinde RT+NAS grubunda TOK diizeylerinin,
kontrol grubuna kiyasla anlamli sekilde daha diisiik oldugu, buna karsin TAK
diizeyleri ve OSI’leri bakimindan calisma gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunmadigi gortilmistiir. Benzer sekilde KC doku orneklerinde de TAK ve TOK
diizeyleri ile OSI’leri bakimindan tiim ¢aligma gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunamamistir. Her ne kadar KC doku oOrneklerinde caligma gruplar1 arasinda
OSI’leri bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamasa da, RT
grubuna kiyasla RT+VA ve RT+NAS+VA gruuplarinda OSI’lerindeki diisiis oran1
dikkat ¢ekmektedir. Elde edilen bu sonuglar varliginda, BVA ekstraktinin serum ve

doku 6rneklerinde OSi’leri iizerine belirgin bir etkisinin olmadig1 gériilmektedir.

VA metanolik (VaM) ve metanol-hekzan (VaMH) ekstraktlarinin farelerin
splenik lenfositlerinde gama radyasyon hasarina karsi radyoprotektif ve mitojen
proliferasyonuna etkilerinin incelendigi in vitro bir ¢alismada hem VaM hem de
VaMH, 10-100 pg doz aralifinda doza bagimli bir sekilde kanser hiicrelerinde
konkavalin A (Con A) tarafindan indiiklenen lenfosit proliferasyonunu inhibe ettigi,
kanser hiicre dongiisiinii G2/M fazinda durdurarak apopitoza ugramalarini sagladigi
ve splenositlerde radyasyona bagli DNA hasarim1 6nemli 06lgiide inhibe ettigi

gosterilmistir (Murthuza ve ark 2016).
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Saflastirilmis  veya rekombinant ML-I'in  insan melanom hiicre
proliferasyonunu O6nemli Olgliide azalttigr in vitro ve in vivo ¢alismalarla
gosterilmistir. Ayrica ML-I'e maruziyetin bir sonucu olarak birkag in vitro ¢alismada
da apopitoz gosterilmistir. Hiicre apopitozunun uyarilmasinda ML-I’in A-zincirinin
daha etkili bir bilesen oldugu, B-zincirinin ise ¢ok etkili olmadigi bildirilmistir. Bu
onemli sonug, ML-I tarafindan indiiklenen apopitozun, 6lim reseptorii aracilt bir
sinyal mekanizmasindan kaynaklanma olasiliginin diisiik oldugunu, bunun yerine
ML-I’in A-zincirinin dogrudan ribozom inhibe edici etkilerinden kaynaklandigini

ortaya koymustur (Thies ve ark 2008).

Bazi tiimor hiicrelerinin ML'ler ile eszamanli muamelesi, hiicreleri TNF-ao
tarafindan apopitozun indiiklenmesine karsi daha duyarli hale getirmis, bu durum
TNF-a o6lim reseptorleri ailesi ile ML-I arasinda bir etkilesimin oldugunu
distindlirmistiir. Bununla birlikte, Jurkat l6semik T hiicrelerinde, ML-I 6lim
reseptorii sinyalizasyonundan bagimsiz olarak kaspaz-8 aktivasyonuyla apopitozu
indiikledigi bildirilmistir (Bantel ve ark 1999).

ML-I'in, apopitozun mitokondriyal yolunu kontrol eden kaspaz-3 tizerindeki
dogrudan aktive edici etkisi, birkag farkli hiicre tiirii ile gdsterilmistir. Ornegin, insan
notrofil hiicrelerinde, ML-I'in kaspaz-3 aktivasyonuyla giicli bir apopitoz
indiikleyicisi oldugu bildirilmistir. Hepatokarsinom Hep 3B hiicrelerinde, ML-I’in
mitokondriyal transmembran potansiyelini degistirdigi, hiicre i¢i reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) seviyelerini arttirdigi, antiapopitotik miyeloid 16semi-1 (Mcl-1)
protein ekspresyonunu azalttigi, kaspaz aktivasyonuyla nétrofil apopitozuna ve hiicre
iskeletini olusturan paksilin ve vimentin proteinlerinin degradasyonuna yol agtig1
bildirilmistir. Ayrica, p53** ve p53 7 fare tiimér hiicreleri ile yapilan arastirmalarda
da ML-I'in, p53'ten bagimsiz olarak mitokondriyal membran potansiyelini
degistirerek ve kaspaz-3 aktivasyonuyla apopitozu indiikledigi gosterilmistir (Lyu ve
ark 2002).

Kore VA lektininin (Viscum album L. coloratum agglutinin (VCA)) insan
hepatoma hiicrelerinin proliferasyonu ve apopitozu iizerine etkileri ve bu etkilerin
altinda yatan mekanizmalari arastirilmis; VCA'in hem SK-Hep-1 (p53-pozitif) hem
de Hep 3B (p53-negatif) hiicrelerinde p53 ve p21'den bagimsiz olarak, her iki hiicre
hattinda da kaspaz-3 aktivasyonuyla Bcl-2'yi baskiladigi, buna karsin Bax’1 aktive
ederek apopitozu indiikledigi bildirilmistir (Lyu ve ark 2002).
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Calismamizda BVA basta olmak iizere NAS uygulanan c¢alisma gruplarinda
da IR maruziyetinde proapoptotik Bax ve antiapoptotik Bcl-2 gen ekspresyon

diizeyleri acgisindan anlamli bir degisiklik goriilmemistir.

Insan hepatokarsinom Hep3B hiicrelerinde Kore VA lektinleri ile indiiklenen
apopitozda reaktif oksijen tiirlerinin ve mitokondriyal membran potansiyelinin
etkilerinin arastirildig1 bir baska calismada VCA’in uygulamasi, hiicrelerde ROT
miktarinda 6nemli bir artisa ve mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasina
neden olmustur. NAS+VCA uygulanan hiicrelerde ise, VCA tarafindan uyarilan
ROT indiiksiyonunun azaldigi, bu durumun Hep3B hiicrelerinde apopitozu 6nledigi
goriilmistiir. Bu sonuglar VCA aracili hiicre apopitozunda oksidatif stresin 6nemli
rol oynadigim1 gostermistir. Ayrica VCA uygulanan Hep3B hiicrelerinde meydana
gelen apopitozda mitokondriyal membran gegirgenliginde, Bax translokasyonunda,
sitokrom ¢ saliniminda ve kaspaz-3 aktivitesinde hizli degisiklikler oldugu

bildirilmistir (Kim ve ark 2004).

Hindistan ve Cin’de yetisen VA tiirleri arasinda yer alan Viscum articulatum
Burm’in su ekstrakti, Jurkat E6.1 ve THP1 losemi hiicre hatlarina uygulanmais;
calisma bulgularinda VA ekstraktinin ilgili 16semi hiicre hatlar1 {izerine 6nemli
derecede sitotoksik etkiler gosterdigi, hiicre i¢i ROT miktarint artirdigi, ROT aracilt
DNA fragmentasyonuna sebep oldugu ve hiicre dongiisiinii G2/M sathasinda
durdurarak kaspaz-3 ve kaspaz-8 aktivasyonuyla her iki 16semi hiicre hattinda da

ekstrinsik apopitoz yolagini indiikledigi bildirilmistir (Mishra ve ark 2018).

Calismamizda ise tiim deney gruplar1 arasinda KC doku 6rneklerinde kaspaz-
3 ile boyanan apopitotik hiicre sayilari, Dapi ile isaretlenen canli hiicre sayilar1 ve
API indeksleri bakimindan anlamli bir farklilik bulunamamistir. Elde edilen bu
sonuglar degerlendirildiginde, IR’un neden oldugu kaspaz-3 aktivasyonunda hem
VA’nun, hem de NAS’in tek basmna veya birlikte kullanildiklarinda belirgin bir

etkilerinin olmadig1 goriilmiistiir

CCls neden oldugu KC hasarinda VA ekstrakti ve probiyotiklerin (P)
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, hemoksijenaz-1 (HO-1) ve 8-OHdG seviyeleri
analiz edilmis; akut CCls maruziyetinin, akut ¢alisma gruplari arasinda serum HO-1
ve 8-OHdG seviyeleri agisindan anlamli bir farkliliga neden olmadigi, kronik VAP

grubunda VA ekstresi ile probiyotik tedavisinin, kronik CCls grubuna kiyasla serum
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HO-1 seviyelerini 6nemli Olgiide artirdigi, buna karsin kronik g¢alisma gruplari
arasinda serum 8-OHdG seviyelerinde ise anlamli bir fark bulunmadig1 bildirilmigtir

(Erdas ve ark 2021).

Cooke ve ark., farelerin tiim viicut 1sinlamasina maruz birakildiginda, KC
DNA’sinda 8-OHdG seviyesinin yaklasik 0,5 Gy'den itibaren arttigi, buna karsin
yiiksek doz grubunda (10, 30 Gy) yiikselen 8-OHdG seviyelerinin RT’den 24 saat
sonra azaldigmi bildirilmislerdir. Bu sonuglar, organizmalarda DNA onarimi ve
antioksidatif kapasite gibi radyasyondan bir korunma mekanizmasinin varligini da

ortaya koymustur (Cooke ve ark 2008).

Bir diger calismada, RT ile 8-OHdG diizeyleri arasindaki iliskiye dair bir¢ok
secenek diisiiniilse de bu iliski arasindaki temel farkin, hastalarin RT aldiklarinda
sahip olduklar1 kanser tipine gore degistigi, 6rnegin prostat kanserli hastalarda RT
sonrast 8-OHdG diizeylerinde artig, buna karsin rahim agzi kanserli hastalarda RT
sonrast 8-OHdG diizeyinde diislis, meme, yemek borusu ve dil kanserli hastalarda ise
RT sonrast 8-OHdG diizeyinde degisiklik olmadig: bildirilmistir (Yamazaki ve ark
2005).

Gao ve ark.’nin yaptig1 bir bagka caligmada ise, 4 RT seansindan sonra serum
8-OHdG seviyelerinin 196,71 ng/mL'den 147.21 ng/mL'ye diistiigii, bu sonuctan
hareketle RT’ye kiimiilatif maruz kalma dozu ile 8-OHdG arasinda dogrusal bir iligki

olmadig1 6ne stirtilmiistiir (Gao ve ark 2019).

Bizim ¢alismamizda da bu literatiir bilgilerine paralel sekilde, KC doku
orneklerinde 8-OHdG diizeyleri agisindan ¢alisma gruplar1 arasinda anlamli bir
farklilik tespit edilmistir. RT uygulanan tim gruplarda genel olarak 8-OHdG
diizeylerinin kontrol grubuna kiyasla, RT grubundan baglamak iizere sirasiyla RT-
NAS; RT+VA; RT-NAS+VA gruplarinda anlamli sekilde azaldigi, RT+VA ve RT-
NAS+VA gruplarinda ise, RT grubuna kiyasla daha diisiik oldugu, RT-NAS,
RT+VA ve RT-NAS+VA gruplar1 arasinda ise benzer oldugu goriilmiistiir. Ayni
sekilde RT ve RT+NAS gruplar1 arasinda da §-OHdG diizeylerinin benzer oldugu
dikkati ¢gekmistir.

Standardize VA ekstraktlarindan biri olan Iscador Malus (Iscador M) ile
inkiibe edilen HaCaT hiicrelerinde hangi apoptotik yolun kullanildiginin arastirildig:

bir ¢alismada, Iscador M ile muamele edilmis hiicrelerin bir kisminin, genel olarak
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apopitotik yollarin aktivasyon gostergeleri olan boliinmiis M-30 ve aktive edilmis
kaspaz 3 i¢in, hiicrelerin bir kisminin da 6liim reseptorleri yolunun aktivasyonunun
gostergesi olan aktif kaspaz 8 ve mitokondriyal yolun katilimin1 gésteren Bax igin
pozitif oldugu gozlenmistir. Ayrica Iscador M muamelesinden sonra apopitotik
hiicrelerde sitokrom C i¢in yaygin bir boyama gozlenmis, bu durumun mitokondriyal

yolda sitokrom C sizintisin1 gosterdigi bildirilmistir (Harmsma ve ark 2006).

Bizim ¢alismamizda ise M-30 diizeyleri bakimindan ¢alisma gruplari arasinda

anlamli bir fark bulunamamuistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Calisma sonuglar1 serum ve KC doku d6rneklerinde biyokimyasal parametreler
acisindan degerlendirildiginde, BVA ekstraktinin tek basina veya NAS ile birlikte
uygulandiginda, IR maruziyetinde oksidatif stresin azaltilmas1 veya dnlenmesi basta
olmak tiizere radyoprotektif etkisinin gozlenemedigi, immiinohistokimyasal analiz
sonuclart acgisindan degerlendirildiginde ise, BVA ekstrakti uygulanan deney
gruplarina ait KC dokularinda, apopitotik stirecin énemli diizenleyicileri olan kaspaz-
3’lerin aktivasyonunda ve API’lerde anlamli bir farklilik bulunmadig1 goriilmiistiir.
Histopatolojik degerlendirmeler sonucunda da, RT+NAS ve RT+VA gruplarinda
hepatosit biitiinliiglinlin ve radyal mimarinin RT grubuna kiyasla daha iyi korundugu,
siirlarinin daha net oldugu izlenirken, RT+NAS grubunda, RT+VA grubuna gore
daha belirigin reaktif hiicre proliferasyonu ile birlikte iyilesme derecesinin daha iyi

oldugu dikkat ¢ekmistir.

Elde edilen c¢alisma sonuglarimiza goére, BVA’nun radyoprotektif etkinliginin
histolojik bulgularda NAS ile karsilastirilabilir diizeyde yakin olmasina ragmen,
biyokimyasal bulgular BVA’nun radyoprotektif etkinligini net bir sekilde ortaya
koyamamustir. Farkli ekolojik sartlarda ve yil igerisinde farkli zamanlarda toplanacak
VA orneklerinin kimyasal bilesimlerinin birbirinden farkli olabilecegi, VA ile
yapilan bir¢ok c¢aligma ile gosterilmistir. Bu sebeple farkli bolgelerden farkli
zamanlarda toplanacak BVA’na ait orneklerden yine farkli ekstraksiyon yontemleri
ve ¢oziiciiler kullanilarak elde edilecek ekstraktlar ile daha uzun deneysel ¢alisma
siireleriyle planlanacak kapsamli calismalarla BVA’nun radyoprotektif etkinliginin

daha net bir sekilde ortaya konabilecegi kanaatine varilmistir.
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