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OZET

iYONIZE EDiCi RADYASYONUN NEDEN OLDUGU NORAL HUCRE HASARININ BAGISIKLIK
YANITI iLE ONARILMASI

Radyoterapi (RT) birgok kanser tipinin tedavisinde kullanilmakla beraber, kanser odag1 disindaki
saglikh dokular iizerinde de etkisini gostermektedir. Ogrenme, hafiza gibi cesitli bilissel
fonksiyonlar ile yakindan iliskili olan hipokampus (HP), radyasyondan olumsuz yo6nde
etkilenmektedir. HP'te bulunan kok hiicrelerin ve farklilasmis hiicrelerin radyasyon
maruziyetine bagli olusan hasara nasil cevaplar meydana getirdigi ve bu cevaplarin hangi
faktorlerle isledigi arastirilmaya acik bir konudur. Bu calismanin amaci, fare HP’sinden elde
edilmis HT22 hiicrelerini kullanarak RT'nin etkisini in-vitro ortamda farkl acilardan géstermek
ve ardindan radyasyonun olumsuz etkilerini immiin yanit yaklasimi ile (makrofaj hiicre hatti olan
RAW264.7 medyumunda bulunan parakrin etkilerle) onarmaktir. Bu ¢alismayla, iyonize edici
radyasyonun 2 Gy ve 8 Gy uygulanan gruplarda hiicre kaybina, kalict morfolojik degisikliklere,
antiinflamatuar yanitta etkili olan genlerden Nrf2 ve Grn ekspresyonlarinda artisa neden oldugu
gosterilmistir. Canli kalan hiicre koloni sayisi, gercek zamanli hiicre analizi ve apoptoz
sonuglarina gore, fare makrofaj-kosullandirilmis medyumu ile bu etkiyi in-vitro ortamda
onarabilme potansiyeli olan en etkili grup (tedavi grubu), radyasyondan o©nce 24 saat
kosullandirilmis medyum uygulanip radyasyondan 24 saat sonra kosullandirilmis medyum
uygulanan grup olarak tayin edilmistir. Bu grup sec¢ildikten sonra immunoterapi yaklasimi iceren
tedavi grubunun radyasyona karsi 48. ve 72. saatlerde olusturdugu biyolojik yanitlar
degerlendirilmistir. Tedavi grubunun 8 Gy’lik radyasyon hasarina baglh olarak canl kalan hiicre
koloni sayisinda ve apoptoz oraninda azalmaya yol a¢tig1 tespit edilmistir. Bu tez kapsaminda,
radyasyonun HT22 hiicreleri iizerindeki etkisi ayrintih bir sekilde degerlendirilmis,
immiinoterapi yaklasimlarinin radyasyon hasarina karsi koruyucu olabilecegi yoniinde umut
vaat edici 6n sonuclar elde edilmistir. Daha sonraki ¢alismalarda, noral hiicreler tizerindeki bu
etki, in-vivo ortamlarda test edilerek kosullandirilmis medyumun potansiyel koruyucu ve/veya
onarici etkisi biyolojik sistemler tizerinde de test edilebilir.

Anahtar Kelimeler: HT22; radyasyon; radyoterapi; immiinoterapi; RAW264
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ABSTRACT

REPAIRING THE NEURAL CELL DAMAGE INDUCED BY IONIZING RADIATION VIA IMMUNE
RESPONSE

Although radiotherapy (RT) is used in the treatment of many cancer types, it also exerts its
devastating effect on healthy tissues other than the cancer cells or tissues. The hippocampus (HP),
which is closely related to various cognitive functions such as learning and memory, is adversely
affected by irradiation. How stem cells and differentiated cells in HP respond to damage caused
by radiation exposure and by which factors these responses work is still largely unknown. The
aim of the current study was to examine the effect of RT from different angles in-vitro using HT22
cells obtained from mouse HP, and then to repair the aversive effects of irradiation by using an
immune response approach (with paracrine effects found in the macrophage cell line RAW264.
In this study, it was shown that 2 Gy and 8 Gy doses of ionizing radiation to HT22 cells caused
cellular loss, permanent morphological alterations and an increase in the expression of genes that
are effective in the anti-inflammatory response, such as Nrf2 and Grn. Based on the findings of
survived colony numbers, real-time cell analysis and apoptosis, the most efficient treatment
groups among the others were designated as the group that was treated with the conditioned
media of macrophages both 24 hr before and after the irradiation. After selecting this group, the
biological responses of the treatment group, which included the immunotherapy approach to
radiation at 48th and 72nd hours were evaluated. It was determined that the treatment group
caused a decrease in the number of viable cell colonies and apoptosis rate in response to 8 Gy
radiation damage. In this thesis, the effects of radiation on HT22 cells were evaluated in detail,
and promising preliminary results were obtained that immunotherapy approaches could be
protective against radiation damage. In future studies, this effect on neural cells can be tested in
vivo and the potential protective and/or restorative effect of the conditioned medium can also be
tested on biological systems.

Keywords: HT22; radiation; radiotherapy; immunotherapy; RAW264.7
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Sekil 4.7 HT22 hiicre hattinin kontrol ve farkli dozlardaki iyonize edici radyasyon
maruziyeti sonrasi morfolojilerinin 151k mikroskobik goriintiileri. (A, D) Kontrol, (B, E)
2 Gy (C, F) 8 Gy iyonize edici radyasyon uygulanmasindan sonra, 6. saatteki morfolojik
goriintiileri, (D) A’da siyah kare ile cizilen alaninin daha yakindan gosterilmesi, (E)
B’de siyah kare ile ¢izilen alaninin daha yakindan gésterilmesi, (F) C'de siyah kare ile
cizilen alaninin daha yakindan gosterilmesi. Niikleus (asteriskler), lamellipodia (sar1
oklar). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif buytikligi: 100X, 6l¢ek:10 pm

Sekil 4.8. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu 151k mikroskobik morfolojik goriintiist.
Niikleus (asteriskler), niikleoluslar (N), lamellipodia (sar1 oklar), vezikiiller (siyah
oklar). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif buytikligi: 100X, 6l¢ek:10 pm

Sekil 4.9. HT22 hiicre hattinin 2 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubun,
radyasyondan sonraki 6. saatindeki 1sik mikroskobik morfolojik goriintiisti. Niikleus
(asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar), vezikiiller (siyah oklar). %0,1’lik toluidin
mavisi; objektif blyiikligi: 100X, 6lcek:10 um
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Sekil 4. 10. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubun,
radyasyondan sonraki 6. saatindeki 1sik mikroskobik morfolojik goriintiisti. Niikleus
(asteriskler), vezikiiller (siyah oklar). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif buyuklugi:
100X, 6lcek:10 pm

Sekil 4. 11. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubun,
radyasyondan sonraki 24. saatindeki 1sik mikroskobik morfolojik goériintiisii. Niikleus
(asteriskler), vezikiiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin oklar),
mikrontikleus (sar1 ok baslar1). %0,1'lik toluidin mavisi; objektif buytkligi: 100X,
Olgek:10 pm

Sekil 4. 12. HT22 hiicrelerine uygulanan iyonize edici radyasyonun neden oldugu
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) Kontrol
grubunun 6 saat sonundaki morfolojisi (B) 2 Gy grubunun 6 saat sonundaki morfolojisi
(C) 8 Gy grubunun 6 saat sonundaki morfolojisi. Biiylitme 5000X, 6l¢ek: 5 pm

Sekil 4.13. HT22 hiicrelerinin elektron mikroskobik olarak goriintiisii. (A) Kontrol
grubundaki hiicrelerin 6 saat sonundaki genel morfolojisi. Biiylitme: 5000X, olcek 5
pum. (B) kontrol grubunun 6 saat sonundaki normal yapidaki graniillii endoplazmik
retikulumlarin (siyah oklar) ve mitokondriyonlarin (siyah ok baslari) morfolojisi.
Biiyiitme: 15000X, 6lgek: 2 um. Normal yapidaki niikleus (asteriskler) ve lamellipodia
(sar1 oklar)

Sekil 4.14. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu hiicreleri. Normal yapidaki niikleus
(asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar). Biiytitme: 6000X, 6l¢cek: 5 pm

Sekil 4.15. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu hiicreleri. Normal yapidak niikleus
(asterisk), lamellipodia (sar1 oklar), graniillii endoplazmik retikulumlarin (siyah
oklar), mitokondrionlar (siyah ok baslar1). Biiytitme: 25000X, 6lcek: 1 pm

Sekil 4.16. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu elektron mikroskobik goriintiisii.
Niikleus (asterisk), graniilli = endoplazmik retikulumlar (siyah oklar),
mitokondriyonlar (siyah ok baslari), lizozomlar (kirmizi oklar). Biiylitme: 25000X;
Olgek :1 um

Sekil 4.17. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun neden oldugu
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) 2 Gy
radyasyon grubunun 6 saat sonundaki genel morfolojisi. Biiyiitme: 5000X, 6l¢cek :5 pm.
(B) 2 Gy radyasyon grubunun 6 saat sonundaki lamellipodia (sar1 oklar) ve artis
gosteren vezikiillerin (mavi oklar) morfolojisi. Bliyiitme: 15000X, 6l¢cek :2 um. Niikleus
(asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar)

Sekil 4.18. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar). Biiytitme: 5000X, 6lcek: 5 pm

Sekil 4.19. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), otofagozom (beyaz ok), normal yapidaki mitokondriyonlar (siyah
ok baslari). Biliyiitme: 10000X, 6lcek: 2 pm

Sekil 4.20. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Nukleus (asterisk), sayis1 artmis vezikiller (mavi oklar) ve sayis1 artmis lizozomlar
(kirmizi oklar). Biiytitme: 10000X, 6l¢cek: 2 pm

Sekil 4.21. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
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Niikleus (asterisk), izolasyon membranlar1 (siyah kalin oklar). Biiylitme: 10000X,
Olgek: 5 pm. Niikleus (asterisk), izolasyon membrani (siyah kalin oklar). Biiylitme:
10000X, 6lgek: 5 pm

Sekil 4.22. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun neden oldugu
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) 8 Gy
radyasyon grubunun 6 saat sonundaki morfolojisi. Biiylitme: 5000X, 6lgek: 5 um. (B)
Biiytitme: 15000X, 6lgek: 2 pm. (C) Biiylitme: 7500X, olcek: 0,5 pm. Niikleus
(asteriskler), otofagozom (beyaz ok), dejenere mitokondriyonlar (siyah ok baslari)

Sekil 4.23. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), dejenere mitokondriyonlar (siyah ok baslari), genislemis GER
sisternalar (siyah oklar). Bliyiitme:20000X, 6l¢ek: 2 pm

Sekil 4.24. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), genislemis GER sisternalar (siyah oklar). Biiylitme:12000X, ol¢ek:
2 um

Sekil 4.25. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), genislemis GER sisternalar (siyah oklar). Biiyiitme:12000X, ol¢ek:
2 um

Sekil 4.26. HT22 hiicrelerine uygulanan iyonize edici radyasyonun neden oldugu
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) 8 Gy
radyasyonun 24 saat sonundaki morfolojisi. Biiylitme:5000X, 6lcek: 5 um. (B)
Biiylitme:15000X, 6lcek: 2 um. Niikleus (asteriskler), izolasyon membrani (kalin siyah
oklar), genislemis GER sisternalari (siyah oklar), mikroniikleuslar (sar1 ok baslari)

Sekil 4.27. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), izolasyon membranlar1 (kalin siyah oklar), Biiyiitme:10000X,
Olgek: 2 um

Sekil 4.28. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), izolasyon membranlari (kalin siyah oklar), filopodia (kalin beyaz
ok). Biiylitme: 10000X, 6lgek: 2 pm

Sekil 4.29. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asteriskler), genislemis GER sisternalar (siyah oklar), izolasyon memranlari
(siyah kalin oklar). Biiyiitme:15000X, 6lgek: 2 um

Sekil 4.30. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), genislemis GER sisternalar: (siyah oklar), mikroniikleus (sar1 ok
basi), lizozom (kirmizi ok), vezikiiller (mavi ok). Biiylitme:15000X, 6lcek: 2 pm

Sekil 4.31. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat
sonundaki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Niikleus (asterisk), izolasyon memranlari (siyah kalin oklar). Biiytitme: 15000X, 6l¢ek:
2 um
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Sekil 4.32. Kontrol, 2 ve 8 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22
hiicrelerinin CKHKT testi ile 6lciilen ve zamana bagh degisen koloni goriintiileri.
9%0,5'1lik kristal violet

Sekil 4. 33. Kontrol, 2 ve 8 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22
hiicrelerinin CKHKT testi sonucu 6l¢iilen ve zamana bagli degisen koloni sayisi grafigi
(n=24)

Sekil 4.34. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan ve erken apoptoza ugrayan HT22 hiicrelerinin tim
popiilasyona oraninin gosterilmesi (n=4)

Sekil 4.35. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan ve ge¢ apoptoza ugrayan HT22 hiicrelerinin tim
popiilasyona oraninin gosterilmesi (n=4)

Sekil 4.36. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan ve nekroza ugrayan HTZ22 hiicrelerinin tim
popiilasyona oraninin gosterilmesi (n=4)

Sekil 4.37. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan gruplarin erken, ge¢ apoptoz ve nekroza ugrayan
HT22 hiicrelerinin popiilasyon oranlarinin gésterilmesi. isaretlenmemis hiicreler (A),
Kontrol (B), 2 Gy_6 sa (C), 2 Gy_24 sa (D), 8 Gy_6 sa (E), 8 Gy_24 sa (F). (n=4)

Sekil 4. 38. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Nrf2 mRNA ekspresyonunun kat
degisim grafigi. (n=4)

Sekil 4. 39. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Grn mRNA ekspresyonunun kat
degisim grafigi. (n=4)

Sekil 4. 40. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Bdnf mRNA ekspresyonunun kat
degisim grafigi. (n=4)

Sekil 4.41. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Dusp22 mRNA ekspresyonunun
kat degisim grafigi. (n=4)

Sekil 4. 42. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize
radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin C9orf72 mRNA ekspresyonunun
kat degisim grafigi. (n=4)

Sekil 4.43. Iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin CKHKT testi
ile olciilen ve Sekil 3.4A’da Ozetlenen makrofaj mediasi kombinasyonlar ile tedavi
edilen HT22 hiicrelerinin CKHKT testi sonucu 6l¢iilen canli kalan kolonileri. (A) G1-A,
(B) G2-A, (C) G3-A, (D) G4-A, (E) G5-A, (F) G6-A, (G) G7-A, (H) G8-A, (1) G9-A, (J) G10-
A, (K) G11-A, %0,5’lik kristal violet

Sekil 4. 44. lyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Sekil 3.6A’daki
gruplar arasindaki CKHKT testi sonucu 6lgiilen ylizde canli kalan koloni orani grafigi.
Grup (G), radyasyon (Rad), makrofaj medyasi (Mak), saat (s). (n=12)

Sekil 4. 45. lyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin CKHKT testi
ile olgiilen ve Sekil 3.4B’ de 6zetlenen makrofaj mediasi kombinasyonlari ile tedavi
edilen HT22 hiicrelerinin CKHKT testi sonucu 6l¢iilen canli kalan kolonileri. (A) G1-B,
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(B) G2-B, (C) G3-B, (D) G4-B, (E) G5-B, (F) G6-B, (G) G7-B, (H) G8-B, (I) G9-B, (J) G10-
B, (K) G11-B, %0,5’lik kristal violet

Sekil 4. 46. lyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Sekil 3.6B’deki
gruplar arasindaki CKHKT testi sonucu 6lgiilen ylizde canli kalan koloni orani grafigi.
Grup (G), radyasyon (Rad), makrofaj medyasi (Mak), saat (s). (n=12)

Sekil 4.47. Tim gruplarin (G1-G10) zamana bagh (120 saat) gergeklestirilen hiicre
indeks egrisi (n=4)

Sekil 4.48. Zamana bagh (120 saat) gerceklestirilen hiicre indeks egrisi. (A) G1, G2, G3
ve G5 gruplarinin zamana bagli hiicre indeks egrisi (B) G2, G3, G4, G5 ve G6 gruplarinin
zamana bagl hiicre indeks egrisi (n=4)

Sekil 4. 49. G2, G3 ve G5 gruplarinin zamana bagh hiicre indeks egrisi. (A) G2, G3 ve G5
gruplarinin 0- 120 saatleri arasindaki hiicre indeks egrisi (B) G2, G3 ve G5 gruplarinin
36-72 saatleri arasindaki hiicre indeks egrisi (n=4)

Sekil 4. G1, G2, G3 ve G5 gruplarinin 36-72 saatleri arasindaki hiicre indeks egrisi.
(n=4)

Sekil 4.51. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun isik mikroskobik morfolojik
goruntiisii. %0,1’lik toluidin mavisi; objektif biiyiitmesi: Normal yapida niikleus
(asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar), niikleolus (N). Objektif biiytkligii:100X;
Olgek:10 pm

Sekil 4. 52. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik gortintiisi. Niikleus
(asteriskler), vezikiiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok), dev
polimorfoniikleer hiicre (siyah yildiz). %0,1'lik toluidin mavisi; objektif
biiytikligii: 100X, 6lcek:10 pm

Sekil 4. 53. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus
(asteriskler), vezikiiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok),
mikroniikleus (sar1 ok basi). %0,1'lik toluidin mavisi; objektif buyukligi: 100X,
Olgek:10 pm

Sekil 4. 54. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus
(asteriskler), vezikiiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok),
mikroniikleus (sar1 ok basi). %0,1lik toluidin mavisi; objektif biiyiikligii:100X,
Olgek:10 pm

Sekil 4. 55. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus
(asteriskler), apoptotoik hiicreler (A). %0,1'lik toluidin mavisi; objektif
biiytikligii: 100X, 6lcek:10 pm

Sekil 4. 56. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyon uygulanmayip sadece KM
ile muamele edilen sham grubunun 48. saatindeki 15tk mikroskobik morfolojik
goriintiisii. Niikleus (asteriskler), vezikiiller (siyah oklar). %0,1'lik toluidin mavisi;
objektif biiytikliigi: 100X; 6lcek:10 pum

Sekil 4.57. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojik degisikliklerin 1s1k mikroskobik olarak
gosterilmesi. Niikleus (asteriskler), sayisi azalma gdsteren izolasyon membrani (siyah
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kalin ok) ve sayisi azalma gosteren mikrontikleuslar (sar1 ok baslari). %0,1’lik toluidin
mavisi; objektif blyiikligi: 100X; 6l¢cek:10um

Sekil 4. 58. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojik degisikliklerin 1s1k mikroskobik olarak
gosterilmesi. Niikleus (asteriskler), sayis1 azalma gosteren vezikiiller (siyah oklar).
%0,1°lik toluidin mavisi; objektif biiyiikliigii: 100X; 6lgek:10 pm

Sekil 4. 59. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun elektron mikroskobik olarak
gosterilmesi. Normal yapidaki niikleus (asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar).
Biiytitme: 5000X, 6lgek: 5 um

Sekil 4. 60. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun elektron mikroskobik olarak
gosterilmesi. Normal yapidaki niikleus (asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar).
Biiytitme: 10000X, 6lgek: 2 um

Sekil 4. 61. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun elektron mikroskobik olarak
gosterilmesi. Normal yapidaki niikleus (asterisk), mitokondriyonlar (siyah ok baslari).
Biiytitme: 20000X, 6lgek: 1 um

Sekil 4.62. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik
olarak gosterilmesi. Niikleuslar (asteriskler), sayisi artmis mikroniikleuslar (sar1 ok
baslari), filopodialar (kalin beyaz oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok), sayisi
artmis vezikiller (mavi oklar). Biiylitme: 5000X, 6lcek: 5 pm

Sekil 4.63. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik
olarak gosterilmesi. Niikleus (asteriskler), sayis1 artmis vezikiiller (mavi oklar) ve
sayisl artmis otofagozomlar (beyaz oklar). Biiytitme: 5000X, 6l¢ek: 5 um

Sekil 4.64. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak
gosterilmesi. Bliylitme:5000X, 6lcek: 5 pm

Sekil 4.65. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki bozulmus kromozom morfolojisinin (kirmizi
asteriskler) elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Bliytitme: 15000X, 6lgek: 2 ym

Sekil 4.66. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 5000X, 6lgek: 5 um

Sekil 4.67. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 5000X, olgek: 5 um.

Sekil 4.68. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 5000X, 6lgek: 5 um

Sekil 4.69. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 5000X, 6lgek: 5 um

Sekil 4.70. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 15000X, 6lgek: 2 um
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Sayfa

Sekil 4.71. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak
gosterilmesi. Normal yapidaki niikleus (asterisk), mitokondriyonlar (siyah ok baslari).
Biiytitme: 15000X, 6lgek: 2 um

Sekil 4.72. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 10000X, 6lgek: 2 um

Sekil 4.73. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 15000X, olgek: 2 um.

Sekil 4.74. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin sham
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 5000X, 6lgek: 5 um

Sekil 4.75. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin sham
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 15000X, 6lgek: 2 um

Sekil 4.76. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin sham
grubunun 48. saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Biiytitme: 15000X, olgek: 2 um

Sekil 4.77. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat
ve 72. saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda popiilasyondaki erken apoptoz
ylizdesi. (n=6)

Sekil 4.78. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat
ve 72. saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda popiilasyondaki ge¢c apoptoz
ylizdesi. (n=6)

Sekil 4.79. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat
ve 72. saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda popiilasyondaki nekrozis
ylizdesi. (n=6)

Sekil 4.80. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat
ve 72. saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda popiilasyondaki erken, gec
apoptoz ve nekroz yiizdelerinin dagiliminin gosterilmesi. isaretlenmemis hiicreler_48.
saat (A), isaretlenmemis hiicreler_72. saat (F), kontrol_48. saat (B), kontrol_72. saat
(G), 8 Gy radyasyon_48. saat (C), 8 Gy radyasyon_72. saat (H), sham_48. saat (D),
sham_72. saat (I), tedavi_48. saat (E), tedavi_72. saat (]). (n=6)

Sekil 4. 81. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda)
ve sham (makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy
radyasyonun makrofaj medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda)
gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki Nrf2 mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4)

Sekil 4. 82. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda)
ve Sham (makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy
radyasyonun makrofaj mediasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda)
gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki Grn mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4)
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Sayfa

Sekil 4. 83. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda)
ve sham (makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy
radyasyonun makrofaj medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda)
gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki Bdnf mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4)

Sekil 4. 84. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda)
ve sham (makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy
radyasyonun makrofaj medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda)
gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki DuspZ22 mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4)

Sekil 4.85. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda)
ve sham (makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy
radyasyonun makrofaj medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda)
gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki C90rf72 mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4)

Sekil 4.86. Anti-Ki67 primer antikoru ile isaretlenmis HT22 hiicrelerinin 48. ve 72.
saatteki gruplar arasi karsilastirilmasi. (A-D, I-K) FITC, (E-H, L-0) Hoechst 33342. (A,
E) Kontrol_48, (B, F) Rad_48, (C, G) Sham_48, (D, H) Ted_48, (I, L) Kontrol_72, (I, M)
Rad_72, (], N) Sham_72, (K, O) Ted_72. Objektif biiyiitmesi: 40X. (n=5)

Sekil. 4.87. Gruplar arasi farkli zaman noktalarindaki (48 ve 72. saat) anti-Ki67 primer
antikoru ile isaretlenmis HT22 hiicrelerinin isaretlenme yogunluklarinin
karsilastirilmasi. (n=5)

Sekil. 4.88. Gruplar arasi farkli zaman noktalarindaki (48 ve 72. saat) Hoechst
33342+ /DAPI+ HT22 hiicre sayilarinin karsilastirilmasi. (n=5)
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KISALTMALAR VE SIMGELER

Kisaltma/Simge Tanim

AH Alzheimer Hastalig

ALS Amiloyid Lateral Sklerozis

AS Akim Sitometri

BDNF Beyin Kaynakli Norotrofik Faktor
BT Bilgisayarli Tomografi

C90RF72 Chromosome 9 Open Reading Frame 72
CA Cornu Ammonis

CKHKT Canli kalan hiicre kolonisi testi
CR Calretinin

DMSO Dimetilsiilfoksit

DPBS Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
DUSP22 Dual Specificity Phosphatase
EHN Eriskin Hipokampal Nérogenez
eNKH Erigkin Noral Kok Hiicre

ER Endoplazmik Retikulum

FBS Fetal Bovine Serum

FTD Frontotemporal Demans

GD Gyrus Dentatus

GHT Grantiler Hiicre Tabakasi

GRN Graniilin

GSH Glutatyon

Gy Gray

HH Hungtinton Hastalig1

HO Hipokampal Olusum

HP Hipokampus

KM Kosullandirilmis Medyum

MDA Malondialdehid

MSC-KM Mezankimal K6k Hiicre ile Kosullandirilmis Medyum
MSS Merkezi Sinir Sistemi

MT Molekiiler Tabaka

NH Norodejeneratif Hastaliklar

NPH Noral Progenitor Hiicre

NRF2 Niikleer Faktor Eritroid 2- Iligkili Faktor



Ayla Batu Oztiirk, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

Kisaltma/Simge Tanim

PH Parkinson Hastalig1

PSS Periferik Sinir Sistemi

RD Radyasyon Duyarl
RGB-NKH Radial Glia Benzeri Noral Kok Hiicre
RGH Radyal Glial Hiicre

ROT Reaktif Oksijen Tirleri

RS Radyosensitif

RT Radyoterapi

SGT Subgraniiler Tabaka

SGZ Subgrantiler Zon

SI Uluslararasi Birim Sistemi
SOD Siiperoksit dismutaz

SS Standart Sapma

St Stratum

SVZ Subventrikiiler Zon

xxi
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1.GIiRIS

Tedavi amagh kullanilan iyonize edici radyasyon (radyoterapi, RT), primer ve metastatik
beyin tiimdrleri, merkezi sinir sistemi (MSS) odakli 16semik lenfomalar ve bas boyun kanserleri
de dahil olmak iizere, tiim kanser hastalarinin %60’1nda tek basina veya cerrahi ya da kemoterapi
ile birlikte kullanilan esas tedavi bicimlerinden birisidir [1-3]. RT’ nin kanseri tedavi ederken
saglikli dokular iizerinde tahrip edici etkiler olusturdugu bilinmektedir. Ornegin, 6grenme ve
hafiza gibi temel bazi bilissel fonksiyonlarin ortaya cikmasinda énemli pay1 olan hipokampus (HP)
dokusunun RT’ den etkilenen baslica dokulardan biri oldugu gézlenmektedir. Ote yandan, RT’ nin
HP {izerinde olusturdugu patolojik sonuclarin altinda yatan hiicresel ve molekiler diizeydeki

etmenler hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Eriskin Hipokampal Nérogenez (EHN) ad1 verilen nérobiyolojik siirecler sonucunda olusan
graniiler noéronlarin lokal néral agda kurdugu baglantilarin, hipokampal fonksiyonlarin
olusmasinda basrol oynadigi bilinmektedir. HP’ nin gyrus dentatus’'unda (DG) gergeklesen
hipokampal nérogenez; her bir seferinde yeni dogan kok hiicrelerin sayilarini arttirdigl, asamali
olarak farklilastifi ve programli hiicre 6liimlerinden sonra kalanlarin olgun ve fonksiyonel
noronlara doniistiigi, tiim hayat boyunca isleyen bir néron yapim dongiisii olarak adlandirilabilir
[4-8]. Diger yandan, 6grenme ve hafiza gibi 6nemli bilissel islevlerin ortaya ¢ikmasindan sorumlu
HP’ deki nérobiyolojik olaylar, genetik ve cevresel birgok faktoriin etkisi altindadir. S6z konusu
liste olduk¢a uzun olmakla birlikte, bu tez kapsaminin ana unsurlarindan biri olan iyonize edici
radyasyon maruziyeti, saglikli ve hipokampal bagimli bilissel fonksiyonlar iizerindeki 6nemli

cevresel risk faktorlerinden biridir.

Bas bolgesi tiimorlerinin tedavisinde siklikla kullanilan RT islemi, kanser odagini ortadan
kaldirirken, saglikli beyin dokusu tlizerinde olusturdugu hasardan dolay: kisa siireli veya kalici
bilissel saglik problemlerine yol agabilmektedir. Calismamiz, 6zellikle tedavi amach uygulanilan
RT’nin olusturdugu etkiler ile ilgilenmektedir. Amacimiz, kanser tedavisinde kullanilan RT’nin
limbik sistemin énemli anatomik yapilarindan biri olan ve 6grenme ve hafiza basta olmak iizere,
normal bilissel fonksiyonlarin diizenlendigi, ayn1 zamanda stres, anksiyete gibi anormal
durumlara kars1 direncin yonetildigi bir beyin bélgesi olan [4,5] HP {izerinde olusturdugu tahrip
edici etkisini incelemektir. Bunun igin ilk olarak, HT22 fare hipokampal néral hiicre hattini
kullanarak, hiicreleri iyonize edici radyasyona maruz birakip in-vitro diizeyde RT’yi modelleyip,
daha sonrasinda radyasyonun olumsuz etkilerini immiinoterapi yaklasimiyla in-vitro olarak

onarmaktir.

Bu calismada ilk olarak, HT22 hiicreleri icin literatiirden secilen en uygun iki farkh
radyasyon dozu belirlenmistir. Bu dozlarin zamana bagh hiicreler iizerinde olusturdugu

degisiklikler, morfolojik diizeyde 151k ve elektron mikroskopiyle ve farkli seviyelerdeki apoptotik

1
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etkileri akim sitometrisi ve canli kalan hiicre kolonisi testi ile incelenmistir. Buna paralel, iki farkli
doz uygulandiktan sonra farkli zamanlarda, HT22 hiicrelerinde néroinflamasyon, proliferasyon,
norogenez ve apoptotik/anti apoptotik olaylarda rol oynadig1 bilinen bazi genlerin (NrfZ, Grn,
Bdnf, Dusp22, C9orf72) ifadeleri kantitatif-RT-PCR yontemi ile analiz edilerek degerlendirilmistir.
Calismamizin ilk basamaginda gerceklestirilen degerlendirmeler neticesinde, bir sonraki
basamaktaki in-vitro kraniyal RT modelinin ana hatlar belirlenmistir. Ikinci basamakta, iyonize
edici radyasyonun HT22 hiicreleri lizerinde olusturdugu cesitli diizeylerdeki hasarin, in-vitro
ortamda makrofaj (RAW264.7 hiicre hatti) medyumu (Kosullandirilmis Medyum, KM)
kullanilarak onarilmasi amac¢lanmistir. Boylece, radyasyona bagh olarak calisma diizeni bozulan
hiicrelerin, makrofaj medyumundaki parakrin yollarla, radyasyonun HT22 hiicrelerinde
olusturdugu hiicresel ve molekiiler hasarlari onarabilecegi veya azaltabilecegi hipotezi kurulmus

ve sonuclar bu ¢ercevede tartisiimistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Hipokampus
2.1.1. Anatomisi ve Histolojisi

Beynin hafiza isleme, 6grenme, karar verme, uzamsal konumlanma ve duygularla iliskili,
limbik sisteminin bir parcasi olan hipokampal olusum (HO), hipokampus (HP), HP’nin yiizeyi olan
alveus, fimbria hipocampi ve gyrus dentatustan (GD) olusmaktadir [9-13] (Sekil 2.1). Hipokampal
olusumun 6nemli bir pargasi olan HP, morfolojik olarak denizatina benzediginden dolayi, Yunanca
denizat1 anlamina gelecek sekilde (Yunanca: trtmog, hippos = at, kaumog, kampos = deniz)
isimlendirilmistir [14]. Hipokampus, kisa stireli hafizay1 (epizodik hafiza) uzun siireli hafizaya
dontistiriir, uzamsal bellegi ¢ozer ve yerlerin ge¢mis deneyimlerini hatirlamamizi saglar. Ayni

zamanda bir kisinin duygu ve davranislarinda 6nemli bir rol oynar [9].

Insan beyninde, yaklasik 4-5 cm uzunlugunda olan ve lobus temporalisin derinlerine
yerlesmis olarak bulunan HP, vetriculus lateralisin cornu inferiusunun tabani boyunca
uzanmaktadir [9,11] (Sekil 2.1). Hipokampusun ventrikiillere bakan yiizeyi konveks, hemisferin
alt kismina bakan yiizeyi ise konkavdir ve pes hipokampi denilen genis bir 6n uca sahiptir [11,15]
(Sekil 2.1). Kemirgenlerde ise HP, neokorteksin altinda yer alan ve nispeten biiyiik, kaju seklinde
bir yapidir [16]. HP’nin uzunlamasina eksenine genelde dorsal-ventral eksen denir. Dorsal HP,
primatlarin arka HP’sine denk gelir ve HP'nin en rostral kismidir. Daha kaudal seviyelerde ise
ventral olarak kivrilir. Ventral HP, primatlarin 6n HP’sine karsilik gelmektedir ve amigdala ve

prefrontal korteks ile baglantilidir [16,17].

o7 Pes hippocampi

Uncus,

Parahippocampal
gyrus \ )
\ 7

Dentate gyrus /

Hippocampus

& Collateral eminence
due to collateral
\ ) sulcus
__’_/j)'/ Lateral sulcus

Cavity of lateral
ventricle

Splenium of
corpus callosum

Fimbria

Crus of fornix

Posterior horn of
lateral ventricle

Sekil 2.1. insan beyninde hipokampus, dentat girus ve forniksi gésteren, lateral ventrikiil
boslugunu aciga cikaran sag beyin hemisferinin gésterilmesi [11].
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Koronal beyin kesitlerinde C harfi seklinde goriilen HP, HP'nin farkli katmanlarini
tanimlayan ve ko¢ boynuzuna benzeyen Cornu Ammonis 1 (CA1), CA2, CA3 ve CA4 hipokampal
alt alanlarindan ve GD olarak uzanan bolgeden meydana gelir. CA1 subikuluma, CA4 ise GD’a en
yakin olan bélgedir [9,13,14,17,18]. Kemirgenlerde ise CA1, CA2, CA3 hipokampal alt alanlarindan
ve GD’den olusmaktadir [9,17,18] (Sekil 2.2). CA bolgelerinin boyutlar1 hipokampal segmentlere
baglh olarak degiskenlik gdstermekle birlikte, hipoksiye duyarliliklarina gore siniflandirilmistir.
Buna gore, CA1 hipoksiye karsi hassas bir alan olarak bilinirken CA3'lin daha direncli oldugu
diistiniilmektedir [9]. HP, histolojik olarak 4 ile 7 tabaka arasinda oldugu literatiirde degiskenlik
gostermekle birlikte, temel olarak GD’ye en uzak alandan baslayarak alveus, Stratum (St.) oriens,
St. pramidalis, St. lusidum, St. radiatum, St. lakiinozum ve St. molekiilare tabakalarindan

olusmaktadir [14,19,20].

{;\) ‘ 6D—

Molekiiler Tabaka

\/
Graniller Tabaka —— f i ~ y
i @ ' t
Subgraniller Tabaka —— L d e e ®
ggggggg NPH mmatcr Nocon "Matdr Noron Olapummu
Oluyumu ve Cogalmas:  Farkhilagma ve Ozellesmesi Oluuma ve Farklilagmas: Farkh Noronal Feaotiplere
Ozellegme

Created in BioRender.com bio

Sekil 2.2. Kemirgen koronal beyin kesitinde hipokampusteki CA1, CA2, CA3 ve GD boélgelerinin ve
GD’deki eriskin hipokampal nérogenezin sematik olarak gésterilmesi. Cornu Ammonis: CA, Radial
Glia Benzeri Noral Kok Hiicre: RGB-NKH, Noral Progenitor Hiicre: NPH.

Hipokampiisiin bir diger tabakasi GD’dir ve insanlarda U seklinde bir yapi olup adim
morfolojik olarak disli goriinlimiinden almaktadir [9]. GD, histolojik olarak, GD’nin en yiizeydeki
tabakasi olan molekiiler tabakadan (MT), GD’nin ana néronlar1 olan, grantiler hticre gévdelerinin
bulundugu ve 6-8 tabakadan olusan graniiler hiicre tabakasindan (GHT), subgraniiler tabakadan
(SGT) ve GD’nin en i¢ kisminda, polimorfik tabaka olarak da isimlendirilen, GHT aksonlarinin,
sepet hiicrelerinin (basket cell), yosunsu hiicrelerin (mossy cell) ve GABAerjik ve glutamerjik
interndronlarin bulundugu hilustan olusmaktadir [21-23] (Sekil 2.2). HP’de en temel hiicresel
isleyis olarak bilinen EHN, GD’deki tek bir hiicre tabakasi olan SGT'de meydana gelmektedir. Bu
hiicre tabakasinda norogenez, radyal glia benzeri noral kok hiicrelerin (RGB-NKH) sessiz evreden
¢ikip, cogalarak noral progenitor hiicrelere (NPH) farklandigi, bir kisminin apoptozise ugradigi ve

en sonunda fonksiyonel olgun néronlara doniistiigii siirecte gerceklesmektedir [6-8,23-25].
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2.1.2. Embriyonik Gelisimi

Merkezi sinir sisteminin (MSS) embriyonik olarak gelisimi, néral ektodermin belirip néral
tiipiin olusumunu takiben, nériilasyon olarak bilinen bir stirecle néroektodermal (néroepitelyal)
hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasiyla baslamaktadir [26,27] (Sekil 2.3). Norogenez
basladiginda, noral tiipteki tiim noéroepitelyal hiicreler radyal glial hiicrelere (RGH) doniisiir.
Birka¢ néron dogrudan noroepitelden gelisse de RGH'ler, hem néronlar hem de glial hiicrelerin
progenitorlerine farklanir [28,29]. RGH'ler, perinatal ve postnatal dénemde parankimal
astrositlere ve ependimal hiicrelere doniisir ya da lateral ventrikiillerin duvarinda
(subventrikiiler zon, SVZ) ve hipokampiisteki GD’nin subgrantiler zonunda (SGZ) eriskin néral
kok hiicreler (eNKH) olarak da gelismektedir [30]. Bu bolgelerdeki olgunlasmamis néroblastlar,
SVZ'de farkli noron tiplerine doéniisiirken, SGZ’de tek noéron tipi olan graniiler néronlara

farklanmaktadir [30-33].

A

Noral

katlanti Nﬁ"l'al plaka
(noroek\toderm] Ektoderm Noralkrest Ektoderm
wsme bolgesi ( : *
3 No . /
e = Néoral tip
oluk

Sekil 2.3. Noral tiipiin embriyonik gelisiminin sematik gosterilmesi [34].

Embriyonik olarak, telensefalonun medial boélgelerinden gelisen HP, erken fetal hayatta
temporal lobun medial duvari ve taban1 boyunca hipokampal fissiir ile ¢evrili, katlanmamis bir
yapida, diiz bir kortikal plaka olup, serebral hemisferin inferomedial yiizeyi boyunca, gelisim
sirasinda C seklindeki koroid fissiirtiniin dis sinirini takip eder [14,35,36] (Sekil 2.4). Fetal
donemin ilerleyen haftalarinda, gesitli bilesenlerin kademeli olarak katlanmasi, neokorteksin
genislemesi ve bircok hipokampal yapinin esit olmayan biiyiimesinin bir sonucu olarak GD ve CA
ice dogru katlanmaya baslar [35]. Katlanma, ilk baglarda GD ve CA arasinda gelisirken daha sonra
GD ve subikulum arasinda bir konuma kayan ve hipokampal sulkus olarak isimlendirilen sulkusun
cevresinde gerceklesmektedir [35] (Sekil 2.4). Bu stirecte sulkus hala agikken gelisimin sonlarinda
hipokampal sulkus oblitere olur [35]. 20. haftalarda, fotal hipokampus eriskin hipokampusuna
benzemeye baslar [14,27,35,36] (Sekil 2.4) ve nihayetinde, anatomik olarak temporal lobun

medial kisminda gémiili olarak yerlesim gosterir [9,15,20].
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—Lys

Parahippocampal gyrus M Subiculum M Hippocampus proper MDentate gyrus [ Hippocampal sulcus

Sekil 2.4. Hipokampiisiin fetal gelisiminin sematik olarak gésterilmesi [35].
2.2. Iyonize Edici Radyasyon

Radyasyon, 1s1, 151k, mikrodalgalar, X-1sinlari, radyoaktif elementlerden yayilan isinlar gibi
bir kaynaktan yayilan elektromanyetik dalga veya parcaciklar bicimindeki enerji yayilhmidir ve
iyonize edici ve iyonize edici olmayan olarak siniflandirilmaktadir [37-39]. Iyonize edici olmayan
radyasyon, goriiniir 1s1k, kizilotesi 1sinlar, radyo dalgalari, mikrodalgalar ve giines 15181 gibi
kaynaklar olup iyonize edici olan radyasyona gore daha az enerjiye sahiptir [40,41]. Alfa («), beta
(B), gamma (y), X-151n1 ve ndtron radyasyonu (n) gibi iyonize edici radyasyon ise atomlarin
etrafindaki elektronlar yoriingelerinden disari cikartabilir, elektron/proton dengesini bozabilir
ve atoma pozitif bir yiik kazandirabilir [40]. Tip alaninda, kirik kemikleri tespit etmek veya
hastaliklari teshis etmek amaciyla rontgen cihazlarinda veya niikleer tipta radyoaktif izotoplar ile
kanser gibi hastaliklar teshis ve tedavi etmek icin iyonize edici radyasyon kullanilmaktadir [40].
Curie, Becquerel gibi aktivite birimleri, Roentgen gibi maruz kalma birimleri, effektif doz birimleri
veya Gray (Gy) gibi doz birimleri seklinde cesitli sekillerde siniflandirilsa da giiniimiizde en sik
kullanilan ve gecerli olan doz birimi Gy’dir [39]. Uluslararasi Birim Sistemine (SI) gore Gy, bir kg

maddenin sogurdugu bir jul (107 erg) radyasyon enerjisi olarak tanimlanmaktadir [39].
2.2.1. Iyonize Edici Radyasyonun Biyolojik Sistemler Uzerine Etkileri

19. yiizyilin sonlarinda X-1sinlarinin kesfiyle birlikte, iyonize edici radyasyonun biyolojik
sistemler lizerindeki etkisinin incelenmesi, ilk olarak Becquerel’in dogal radyasyon kaynaklarinin
inflamatuar cilt yaniklarina neden olabilecegini gostermesiyle baslamistir ve halen de énemli bir
konu olarak c¢alisiilmaya devam edilmektedir [42]. Giiniimilizdeki ortak kani, radyasyonun
etkisinin uygulanan fraksiyon basina doz biiyiikliigiine ve/veya siiresine bagh olarak hiicre

ve/veya doku tipi farkliliklarina gore degiskenlik gosterdigidir [42-49].

Radyasyonun hiicreler tizerindeki etkisi, direkt ve indirekt etki olarak ikiye ayrilmaktadir
[43]. Direkt etki sonucu radyasyon, DNA iizerinde tek ya da ¢ift zincir kiriklar1 yaratarak
hiicrelerin mutasyona ugramasina, hiicre siklusunda aksamalara veya hiicrelerin apoptozise

gitmesine neden olmaktadir [43,48,50]. indirekt etkide ise radyasyon sonucu hiicrelerde hidrojen
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peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) salinmasina bagh olarak, lipid peroksidasyonuna,
yanlis protein katlanmalarina, endoplazmik retikulum (ER) stresine, DNA kiriklarina ve
mitokondriyal hasara neden olarak, dolayli yollardan hiicrelerin apoptozise ugradigi

goriilmektedir [43,48,50].
2.2.2. Radyoterapi

Radyoterapi (RT), X 1s1nlar1 gibi, iyonize edici radyasyonun viicutta belli bir dokuya yogun
bir sekilde uygulanarak, kanserli dokunun yok edilmesini amaglayan ve bir¢ok 6liimciil kanser
tipinin tedavisinde gli¢li bir ara¢ olarak siklikla kullanilan bir tedavi bicimidir [48,51,52].
Ginimiizde kanser hastalarinin %50-60'indan fazlasinda RT ile birlikte cerrahi ve/veya
kemoterapi hem tedavi edici amachh hem de palyatif amaglarla kullanilmaktadir [51,52]. RT,
kanser hiicrelerinde ROT tiretilmesi sonucu, DNA hasari yaratarak ya da ER ve mitokondriyon gibi
organellerde stres yaniti olusturarak, apoptotik sinyallerin aktivasyonunu baglatip hiicre
Olimiini indiikleyerek bu hiicrelerin ortadan kaldirilmasini saglamaktadir [50,53-55]. RT’de
gozlenen olumlu gelismelerin yani sira, kanser hiicrelerinde radyorezistansin gelismesi ve
radyasyonun kanser odag1 disindaki saglikli doku/lar lizerinde de etkisini gostererek, bu
dokularda tahribata yol a¢masi, bu tedavi bigiminin en 6nemli yan etkileri olarak kabul

edilmektedir [47,53].

Ogrenme ve hafiza basta olmak lizere cesitli bilissel fonksiyonlarin ortaya ¢ikmas ile
yakindan iliskili olan HP’'nin, RT kaynakli direkt ya da indirekt radyasyon maruziyetinden
olumsuz ydnde etkilendigi ve RT goren hastalarin kisa ve/veya uzun vadeli bilissel fonksiyon
bozukluklar ile yiizlestikleri bilinmektedir [56-61]. Aslinda, MSS en radyosensitif (RS) sistem
olarak kabul edilmese de bu sistemdeki organlarda meydana gelen radyasyon kaynakli hasarlarin
nedenlerinin anlasilmasi biiyiilk 6nem tasimaktadir. Clinkii 6zellikle saglik ve yasam kalitesi
acisindan yikici etkileri bulunan radyasyon hasarinin bu etkilerinin onarilmasi oldukga giictiir
[62]. Klinikte gozlenen bu olgunun in-vivo ve in-vitro modeller lizerinde taklit edilerek cesitli
diizeylerde (davranissal, hiicresel ve molekiiler) incelendigi bir arastirma alani1 uzun siiredir
varligini stirdiirmektedir. Literatlirde, radyasyon maruziyeti sonrasinda kisa veya uzun dénem
hafizasindaki 6nemli bazi yolaklarin diizeninin bozuldugu ve HP’de bulunan koék hiicre
popiilasyonunun harabiyete ugradigi anlasilmistir [63-73]. Noral kok hiicreler ilizerindeki
radyasyona bagh olarak gozlenebilen yikici etki, farklilasmamis kok hiicrelerin farklilasmis
hiicrelere kiyasla radyasyona karsi daha hassas, yani radyasyon duyarli (RD) olmalariyla
aciklanabilmektedir [65,72-74]. Bu durum g6z Oniline alinarak, radyasyonun etkisini

giderebilecek birtakim radyoprotektif ilaclar tasarlanmis, bu ilaglar in-vitro diizeyde kendilerini
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kanitlamis fakat in-vivo olarak basarili bicimde tekrar edilememeleri sebebiyle biiyiik cogunlugu

gelisim asamasinda kalmistir [75-77].

Literatiir incelendiginde, kok hiicrelerin ve farklilasmis hiicrelerin radyasyona bagh
olusan DNA hasarina farkli cevaplar olusturup olusturmadigi, kok hiicrelerin radyasyon
maruziyetinden sonra hasar tamir yoluyla yasamda kalmak degil de hiicre 6liim yoluna gitmek
biciminde mi programlandig, eger Oyle ise bu programlanmanin hangi faktoérlerle diizenlendigi,
kok hiicrelerin radyasyon hassasiyetini kontrol eden mekanizmalarin neler oldugu, radyasyona
bagli olusan hasari basarili bicimde geri dondiirmenin miimkiin olup olmadig gibi birgok sorunun

hala cevaplanmaya acik oldugu goériilmektedir [78-80].

2.2.3. Radyoterapi ve Immiinoterapi

Klasik RT, radyasyon tedavisi sonucunda hiicre i¢i mekanizma tahribatinin ve DNA
hasarinin aracilik ettigi hiicre 6liimiine odaklanarak timoéri yok etmeyi amaclamaktadir [81].
Immiinoterapi, kanser tedavisinde kullanilan RT ya da kemoterapi gibi geleneksel tedavi
yaklasimlarinin aksine daha yenilikgi bir tedavi bigimi olup immiin sistemi modiile ederek, kanser
hiicrelerine ¢ok yonlii ve farkli hedeflerden saldirarak kanser hiicrelerini ortadan kaldirmayi
amaglayan bir tedavi bi¢cimidir [82]. Onkolojide, immiin hiicreler ile tiimoér hiicreleri arasindaki
etkilesimler uzun zamandir arastirilmaktadir [83]. Bagisiklik sistemi, kanser gelisiminde hem
kanser hiicrelerinin biiyiimesini engelleyerek veya yok edilmesini saglayarak hem de hayatta
kalmaya daha uygun tiimor hiicrelerini segerek veya tiimoriin biiylimesini kolaylastiran ortamlar
olusturarak tiimor ilerlemesini de destekleyecek sekilde ikili bir rol oynamaktadir [84]. Bu olguyu
Schreiber ve ark. “kanser immiino-diizenleme” olarak isimlendirilmistir ve bu diizenleme
karmasik bir dizi mekanizmayla agiklanmaktadir [85]. Gilinlimiizde uygulanan immiinoterapi
yaklasimlart bu olgudan faydalanarak, tiimére karsi olusturulan immiin yanitini yeniden
etkinlestirmek ve tiimor hiicrelerinin immiin sistemden kagmasina yol acan yolaklarin iistesinden

gelmeye calisarak bagisiklik sistemini manipiile etme seklindedir [86].

Immiinoterapi ile birlikte uygulanan radyasyon, sistemik kanser tedavisinin énemli bir
bilesenidir. Retrospektif veriler ve ileriye dontik klinik arastirmalar, immiinoterapi ile kombine
yaklasimlarin, hastalarda radyasyon tedavisinin iyilestirici kapasitesini ve hasta sag kalim
oranlarini artirabildigini gostermektedir [83]. Ayrica, terapotik potansiyeli olan radyasyon ve
immiinoterapi kombinasyonlarinin klinik testleri icin ¢ok miktarda olumlu klinik 6ncesi
¢alismalar bulunmaktadir. Ancak yine de bu yaklasimin daha fazla test edilmesi icin daha fazla

klinik 6ncesi ¢alismaya ihtiya¢c duyulmaktadir [83].

Immiinoterapi, kanser hiicreleri iizerinde in-vivo veya in-vitro ortamda uygulanmis ve bu

yaklasimin bir¢cok ¢calismada olumlu sonuglari gézlemlenmistir [83]. Bu sebeple ¢alismamizda, bu
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hipotezden yola ¢ikarak, radyoterapinin kanser hiicreleri yerine saglikli dokulara verdigi hasari

in-vitro ortamda immiinoterapi yaklasimiyla tedavi etmeyi amagcladik.
2.2.4. Fare Hipokampal Noronal Hiicre Hatt1 (HT22) ve Radyasyon Calismalari

HT22 hiicreleri, fare HP dokusundan elde edilmistir ve HT4 hiicrelerinin bir subklonu olup
noral 6zelliklere sahip ve glutamata karsi asir1 duyarhdir. Bu nedenle, bu hiicre hatti literatiirde
¢ogunlukla Alzheimer, Parkinson, Hungtinton gibi noérodejeneratif hastaliklar1 in-vitro ortamda
modellemek icin kullanilmaktadir [87-90]. Ancak bu tez ¢alismasi kapsaminda HT22 hiicreleri,
in-vitro kranial radyoterapiyi modellemek amaciyla kullanilmistir. Bu sebeple, literatiir
incelenmis olup HT22 hiicreleri iizerinde yapilan bazi iyonize edici radyasyon c¢alismalari,
radyasyon kaynagi, uygulanan dozlar, radyasyon sonrasi bekleme siireleri, calismada
degerlendirilmis olan biyolojik olaylar ve bulgular seklindeki bazi basliklarda bir tabloda
ozetlemistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. HT22 hiicre hatlari ile yapilan bazi iyonize edici radyasyon calismalarinin

Ozetlenmesi
Radyasyon Uygulanan Radyasyon Degerlendirilen Bulgular Kaynaklar
Kaynagi Dozlar Sonrasi Biyolojik Olaylar
Bekleme
Siireleri
" Mezenkimal kok hiicre
Morfoloji . o
Canli kalan hiicre medyumu ile oksidatif
. . stresi ve apoptozu
5 Gy kolonisi testi !
bast k hipok 1
X-151n1 10 Gy 24 sa? asurarax hipokampa [91]
, noronlari radyasyon
15 Gy Gen ve protein
" hasarindan
exspresyonu koruyabilmektedir
Honokiol tedavisi,
1sinlama hasari
modelinde ROS, TNF-a
Canli kalan hiicre ve IL-1b seviyelerini
X 4 Gy 24 sa kolonisi testi azaltmigtir. Ayrica, [92]
“isinl Gen ve protein SIRT3 ekspresyonunu
ekspresyonu arttirmig ve COX-2
ekspresyonunu
azaltmistir
g gy 310 ke Apoptozis Minocycline radyasyon
y sa Hiicre siklusu hasarina karsi otofajiyi
X-151n1 8 Gy 24 sa N e [77]
Canli kalan hiicre engelleyebilir
10 Gy ik kolonisi testi
12 Gy 72 sa
Sodyum valporat
Canli kalan hiicre Ner/HO-l
kolonisi X aktivasyonuyla
X-151N1 6 Gy 24 sa olonist teSt,l hipokampal néronlarda [76]
Gen ve protein o
radyasyona bagl

ekspresyonu

hasarlari 6nleyebilir
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Tablo 2.1. HT22 hiicre hatlari ile yapilan bazi iyonize edici radyasyon ¢calismalarinin

Ozetlenmesi (devami)

shRNA ile Egrl
ekspresyonunun
2 Gy Apoptozis ortadan kaldirilmasi ile
X 4 Gy 6sa Canli kalan hiicre radyasyc_>_na ugramis [93]
6 Gy 24 sa kolonisi testi HT22 hiicrelerinde
8 Gy Protein ekspresyonu  apoptoz azalip hiicresel
sag kalim artmistir
Iyonize edici radyasyon,
Sinaptogenez HT22 hiicrelerinde
0.5 Gy 4sa Kiitle sinaptik plastisite ile
Y-15101 1 Gy 24 sa spektrofotometrisi iligkili hiicre iskeleti [94]
4 Gy Gen ve protein sinyal yollarini
ekspresyonu bozmaktadir
Glikojen sentaz kinaz 33
inhibitérleri, MDM2-
2G . p53 yolunu
3 Gz 6 sa Apopt021s" diizenleyerek
X-151n1 4 Gy 16 sa Canh ka?a'n huc.re hipokampal ndéronlari [95]
kolonisi testi o
6 Gy 24 sa Protein ekspresyonu radyasyona bagh
8 Gy apoptozdan
korumaktadir
Glikojen sentaz kinaz 33
inhibisyonu,
15 dig radyasyona maruz
3G 310 di DNA hasari birakilmis hipokampal
y-isini y 4 :2 Gen ve protein noronlarda DNA cift [96]
ekspresyonu sarmal kopmalarinin
8 s onarimini
24 sa arttirmaktadir

2.3. Néroinflamasyon, Proliferasyon, Apoptoz ve Norodejeneretif Hastaliklarla iliskili Baz1

Genler (Nrf2, Grn, Bdnf, Dusp22 ve C90rf72)

Bu calisma kapsaminda ekspresyon diizeyleri incelenen genler, néroinflamasyon,
proliferasyon, apoptoz ve ndrodejeneretif hastaliklar gibi bir ¢ok biyolojik olayla iliskili oldugu

bilinen ve literatiirden secilmis genlerdir.

Niikleer faktor eritroid 2- iliskili faktor (nuclear factor erythroid 2-related factor 2, Nrf2),
hiicreyi oksidatif strese karsi koruyan genlerin ekspresyonunu kontrol eden hiicresel antioksidan
yanitin en 6nemli diizenleyicilerinden biridir [97-99]. Nrf2 ekspesyonunun herhangi bir sebeple
bozularak tehlikeye girmesi durumunda, NrfZ hiicrelerde antioksidan ve antiinflamatuar yanit
olusturulmasini baslatmak i¢in ¢cekirdege gecis yapabilmektedir [98,100]. Alzheimer ve Parkinson
hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarin ¢cogunda Nrf2 bozukluklar gézlenmektedir [99,100].
Oksidatif stresin artmasi, hafiza bozukluklar1 ve sinaptik plastisitenin zarar gormesi ile
iliskilendirilmektedir. Kemirgen modellerinde, NrfZ aktivatorlerinin uygulanmasi sonucunda,

hafiza ve sinaptik plastisite bozukluklarini tersine cevirdigi gozlenmistir. Bu nedenle, Nrf2
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aktivatorleri, Alzheimer hastaligi da dahil olmak {izere noérodejeneratif bozukluklar icin
potansiyel bir yeni terapotik ajan olarak diistiniilmektedir [100]. Hiicrelerin radyasyona karsi
gosterdigi hiicresel yanitta Nrf2 gen ekspresyonunun diizenlenmesi énemli bir role sahiptir.
Bircok calismada, NrfZ2 eksikliginin radyosensitivite ile iliskili oldugu ve NrfZ’nin asir
ekspresyonunun hiicrelerde radyorezistansa neden oldugunu gosterse de NrfZ’nin radyasyon

tepkisine aracilik etmesindeki rolii hiicreden hiicreye degismektedir [101].

Graniilin (Grn), Grn geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Lizozomal proteinleri
kodlayarak hiicrenin lizozom homeostazinda gorev almaktadir [102-105]. Bu gendeki
mutasyonlarin lizozomal enzimatik aktiviteyi azalttifini ve noérodejenerasyonu baslatici
faktorlerden biri oldugunu goéstermektedir [103-105]. Ayrica, yapilan calismalar bu gendeki
mutasyonlarin, amyotrofik lateral sklerozis (ALS), frontotemporal demans-GRN'ye (FTD-GRN)

veya noronal ceroid lipofuscinosise neden oldugunu belirtmektedir [106-108].

Beyin kaynakli norotrofik faktér (Brain-derived neurotrophic factor, Bdnf) memeli
beyninde yaygin olarak iiretilen ve iizerinde en c¢ok calisilan nérotrofinlerden biri olup
glutamaterjik ve GABAerjik sinapslarin uygun bir seklide biiylimesi, gelismesi ve plastisitesinde
onemli bir rol oynamaktadir [109,110]. Bdnfnin nérotrofik etkisine ek olarak, anti-apoptozis,
anti-oksidasyon ve otofajinin baskilanmasi gibi diger noroprotektif etkileri de bulunmaktadir
[111]. Ayrica, Bdnf noronal farklilasmanin diizenlenmesinde serotonerjik ve dopaminerjik
norotransmitter aktivitesinde 6nemli bir role sahiptir [109]. Yapilan ¢alismalar, Bdnfnin
inflamasyonla iliskili depresyonda, Parkinson gibi noérodejeneratif hastaliklarda ve beyin

kanserlerinde 6nemli bir terapétik ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir [109,111-114].

Ikili 6zgiil fosfataz (Dual Specificity Phosphatase; Dusp22), Dusp22 geni tarafindan
kodlanan bir proteindir ve JKAP veya JSP-1 olarak da isimlendirilmektedir [115,116]. Cok sayida
dokuda eksprese edilen Dusp22, bagisiklik yanit1 ve tiimor biiylimesi gibi bazi biyolojik islevlerde
etki gostermektedir [116-119]. Ancak, literariirde Dusp22 ile ilgili sinirlh sayida kaynak

bulunmaktadir ve etkileri hala bilinmemektedir.

C90rf72 (chromosome 9 open reading frame 72) transkriptleri ise bircok dokuda aktivite
gostermekle birlikte 6zellikle tiim beyin bolgelerinde ve omurilikte yiiksek oranda bulunmaktadir
[120-122]. Yapilan ¢alismalarda, C9orf72 eksikliginin, ALS gibi norodejeneretif hastaliklarda ve
fronotemporal demansta (FTD) fenotipe kesinlikle bir katkisinin oldugu géstermektedir, ancak
etkisi henliz tam olarak anlasilmamaktadir [120,122,123]. Primer embriyonik fare motor
noronlari izerinde yapilan bir ¢alismada, C90rf72'nin asir1 ekspresyonunun daha uzun aksonlara
ve artan biiylime konisi boyutuna yol actigi, buna karsilik ekpresyonun azalmasinin aksonal

uzunlugun azalmasina ve daha kiiciik biiylime konilerine neden oldugu gosterilmistir [124]. Bu
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bulgularin disinda, baska bir calisma C9orf72’deki herhangi bir mutasyonun, Rab protein
aktivitesini azaltarak hiicre icindeki endo-lizozomal yolun islevinde bozukluga neden olup protein
agregatlarinin birikmesine yol actigini gostermektedir [125]. C9orf72, norodejenerasyon,
inflamasyon ve ¢evre ile bagisiklik sisteminin etkilesiminin diizenlenmesinde yeni bir protein
olarak goriilmektedir [120]. Dahasi, C90rf72'nin islevleri hakkinda artan ¢alismalar, bu proteinin,

otofaji ve inflamasyonla iliskili bir kompleksin pargasi oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir [120,126].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Hiicre Kiiltiira

Deneylerde HT22 hiicre hatt1 (fare hipokampal néronal hiicre hatt;; MERCK SCC129: Lot
3159205) ve RAW264.7 hiicre hatt1 (fare makrofaj hiicre hatt;; ATCC TIB-71) kullanilmistir (Sekil
3.1, Sekil 3.2). Bu hiicre hatlari, Mersin Universitesi Anatomi Anabilim Dal hiicre stokunda
mevcuttur ve buradan temin edilmistir. Deney stiresince HT22 ve RAW264.7 hiicrelerinin
¢ogaltilmasi, pasajlanmasi, dondurularak saklanmasi, sayimi ve canlilik testleri gibi islemler,
Mersin Universitesi Anatomi Anabilim Dal'nda bulunan hiicre kiiltiirii laboratuvarinda
gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinda, hiicre kiiltiirii deneylerinin tutarligini saglamlastirmak
amaciyla ve literatiirde HT22 hiicre hatlar ile ilgili 6nerilen pasaj araliklar1 olmasindan dolay,
her 2 hiicre hatti icin de 3 ve 8. pasaj arasindaki (P3-P8) dondurulmus hiicre stoklari

kullanilmistir.

Sekil 3.1. Fare makrofaj hiicre hattinin (RAW264.7) genel morfolojik goriintiisii. (A) Hiicrelerin
az yogun oldugu gorinti, (B) Hiicrelerin ¢cok yogun oldugu goriintii. Pasaj 6, objektif
bliytikligii: 10X.

Sekil 3.2. Fare noral hipokampal hiicre hattinin (HT22) genel morfolojik goriintiisii. (A)
Hiicrelerin az yogun oldugu goriintii, (B) Hiicrelerin ¢ok yogun oldugu goriintii. Pasaj 4, objektif
bliytikligii:10X.
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3.1.1 Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi ve Hiicrelerin inkiibe Edilmesi

HT22 ve RAW264.7 hiicre hatlari i¢in %10’ luk fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serumu,
FBS, (Katolog No: ES-009-B); %1’lik penisilin ve streptomisin (Katolog No: TMS-AB2-C) ve 2mM
L-Glutamin (Katolog No: TMS-002-C) ile takviye edilmis ytliksek glikozlu DMEM (High Glucose
Dulbecco's Modified Eagle Medium; HG-DMEM, Katolog No: D6546) medyum (katkili medyum)
hazirlanmistir. Ayrica, deneyler boyunca hiicreler 37°C sicaklik ve %5 karbondioksit (CO2) iceren

inkiibatorde tutularak, hiicrelerin cogalmasi saglanmistir.
3.1.2. Hiicrelerin Coziilmesi ve Cogaltilmasi

-80°C derin dondurucuda, 6zel dondurma tiiplerinde (kriyo vial) donmus halde bulunan
hiicrelerin istenilen sayiya ulasmasi ve daha sonrasinda deneylerde kullanilmasi amaciyla,
¢6zdliirme ve ¢cogaltma islemleri gerceklestirilmistir. Deneyler icin standart ¢6zme ve pasajlama

islemleri iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda, asagidaki protokole gore gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in,

o Hizli bir sekilde 37°C’ lik su banyosuna alinip yaklasik 1-2 dk bekletilmis, donmus haldeki
hiicre siispansiyonunun ¢éziinmesi saglanmistir.

e (ozinen hicrelere yavag bir sekilde birka¢ kez pipetaj yapilmigtir.

e Kriyo vial icindeki hiicreler 15 ml’ lik Falcon tiipline alinmistir ve lizerine, hiicrelerin
osmotik soka ugramamasi i¢in cok yavas bir sekilde katkili medyumdan 9 ml ilave
edilmistir.

e Yavas bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra ¢6ziinmiis HT22 hiicreleri 300 g'de 2-3 dk,
RAW264.7 hiicreleri 125 g’de 5-10 dk sanrifiij edilmistir.

e Santrifiij isleminden sonra slipernatant atilarak asagida kalan pellete katkili medyumdan
10 ml ilave edilip yavas bir sekilde pipetaj yapilarak hiicrelerin birbirinden ayrilmasi
saglandiktan sonra tiim siispansiyon 75 cm?’ lik yiizey alanina sahip (T75) flasklara
ekilmistir.

o Ekilen hiicreler, standart kosullar altinda, 37°C sicaklik ve %5 CO; igeren inkiibator icinde
%70-80 konfluense ulasana kadar kiltiire edilmis ve bu siire i¢cinde 2-3 giinde bir

medyumlari degistirilmistir.
%70-80 konfluens duruma ulasan hiicreler pasajlanmistir. Pasajlama islemi i¢in,

o Flaskicindeki medyum uzaklastirilip 1-2 kez Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (DPBS,
1X) ile yikanmustir.
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Daha sonra flaskin biitilin yiizeyini kaplayacak kadar %0,25 tripsin-EDTA (SM-2003-C)
sollisyonu ilave edilip, hiicreler 3-5 dk 37°C’'de inkiibe edilerek hiicrelerin tutunduklari
ylizeyden kalkmasi saglanmistir.

Hiicreler 15 ml'lik Falcon tiiplere alinarak tripsin aktivitesini durdurmak igin lizerlerine
esit hacimde katkili medyum ilave edilmistir.

HT22 hiicreleri 300 g'de 3 dk ve RAW264.7 hiicreleri 125 g’'de 10 dk santrifiij edilip
tiipteki slipernatant atildiktan sonra hiicrelerin tlizerine 5 ml medyum ilave edilmis ve
hiicrelere yavas bir sekilde pipetaj yapilmistir.

Hiicre siispansiyonunun bir kismi, hiicrelerin devamliligini saglamak amaciyla HT22
hiicreleriicin 1:10 diliisyon oraninda, RAW264.7 hiicreleri i¢in 1:3- 1:6 dillisyon oraninda,
T75 tip flasklara, bir kismi da sayim islemi yapiliktan sonra, deneylerin amacina bagh
olarak istenilen sayida 6’li, 96'i kuyucuklu platelere (well plate), 2 cm’lik konfokal
platelerine veya 25 cm?’ lik ylizey alanina sahip (T25) flasklara ekilmistir*! Ekim islemi

yapilan hiicreler 37°C sicaklikta ve %5 CO; igeren inkiibatorde kiiltiire edilmistir.2

3.1.3. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicre ¢ogaltma islemi sonrasinda hiicre siispansiyonu, deneylerin yapilacagi gline kadar

ya da hiicre stokunun korunmasi amaciyla dondurulmustur.

Bunun i¢in,

Hiicre stispansiyonu lizerine HT22 hiicre hatti icin %10’luk, RAW264.7 hiicre hatti i¢in
%>5’lik DMSO (dimetilsiilfoksit), %40-50 oraninda FBS karisimi ilave edilmistir.

Daha sonra hiicre siispansiyonu 1 ml‘de 1X106 hiicre olacak sekilde kriyo viallere alinarak
sirsiyla, +4°C’de 10 dk, -20°C’de 2 saat bekletildikten sonra, -80°C derin dondurucuya

kaldirilmistir.

3.2. iyonize Edici Radyasyon Uygulanmasi islemi

HT22 hiicrelerine verilmesi planlanan iyonize radyasyon (kaynagi X-isini), Mersin

Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi, Radyasyon Onkolojisi A.D." ye damsilarak radyasyon

uygulama islemleri gergeklestirilmistir. Bunun i¢in hiicrelere X-1s1n1 verilmeden 6nce, bilgisayarlh

tomografi (BT) (Canon Medical Systems, Neuss, Germany) cihaziyla, 1sinlama yapilacak yeri

spesifik olarak belirlemek amaciyla petrilerin ve flasklarin topografik yapilar c¢ikarilmistir.

L*Sayim islemi icin %0,4’liik trypan mavisi ile boyanan hticreler Neubauer hemositometresi tizerine alinmis ve
hticrelerin ml’deki canlilik oranlart ve sayilari belirlenmistir.
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Sonrasinda, hiicrelere iyonize edici radyasyon uygulanmasi islemi, iyonize edici radyasyon cihaz

(Accuray TomoTherapy, Sunnyvale, CA, USA) ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.3).

A B

Sekil 3.3. Kaynag:1 X-1s1m1 olan iyonize edici radyasyon cihazi (A) Cihazin yazilim ve donanim
boliimu (B) Cihazin mekanik boliimii ve hiicre kiilttr flasklarina X-1s1nin verildigi platformun
gosterilmesi.

3.3. Deney Tasarisi1 ve Basamaklari

Bu tez calismasinin esas amaci bagisiklik hiicrelerinden biri olan makrofajlarin normal
fizyolojik kosullar altinda sentezleyip hiicre disina saldig}, sitokinler de dahil bircok faktorii iceren
karisimin; kraniyal RT uygulamasinin saglikli beyin dokusunda olusturdugu néral hasari olasi

onarma potansiyelini in-vitro olarak sinamaktir.

Ilk etapta RT’ nin olusturdugu néral hasar1 modellemek i¢cin HT22 hipokampal hiicreleri
kullanilmistir. N6ral hasar1 onarabilmek icin ise hi¢gbir deneysel uyarana maruz birakilmamis
standart sekilde kiiltiire edilen RAW264.7 makrofaj hiicrelerinin besiyeri soliisyonu, HG-DMEM
ile 1:1 oraninda karistirilarak kullanilmistir. Literatiirde, kiiltiire edilen hiicrelerin besiyerini
baska hiicreler tizerinde tedavi amach olarak kullanan ¢alismalarda, besiyeri “Kosullandirilmis
Medyum (KM), (Conditioned Media)” olarak isimlendirildigi i¢cin ¢calismamizda da ayni terminoloji

kullanilmistir [127-129].

Calismanin esas amacina ulasabilmek amaciyla ¢alisma iki ana deneysel basamaga ve alt
basamaklara ayrilmistir. Alt basamaklar ¢ogunlukla kronolojik olarak ilerlemistir. Her bir alt
basamak icin 6l¢tilebilir hedefler belirlenmis ve elde edilen sonuglar bir sonraki alt basamakta

analiz edilecek faktor ve/veya deneysel sartlar sekillendirmistir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Deney tasarisi ve basamaklarinin sematik olarak 6zetlenmesi.

3.3.1. Basamak 1

Calismamizin ilk basamaginda, klinikte kraniyal RT goren hastalara uygulanan ve

literatiirdeki in-vivo ve in-vitro deneysel ¢alismalarla da uyumlu bir doz araligindaki iyonize

radyasyonun, belirledigimiz bazi hiicresel olaylar ve bunlarla iliskilendirilebilecek genlerin, doza

bagl ifade davranislarinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmistir.
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3.3.1.1. Basamak 1.1

IIk asamada, artan (0, 2, 4, 6, 8, 10 Gray-Gy) iyonize edici radyasyon dozlarina, HT22
hiicrelerinin Canli kalan hiicre kolonisi testi (CKHKT, Clonogical Survival Assay) seviyesinde
tepkisinin belirlenmesi ve sonuclarin literatiirle uyyumunun gézlenmesi amaglanmistir. Bu testin
protokolii 3.4. kisminda aciklanmaktadir. Bu test hiicre kiiltiiriinde, iyonize edici radyasyon
maruziyeti sonucu hiicrelerin canli kalip, koloni olusturma kapasitesini nasil etkiledigini anlamak
icin altin standart niteliginde bir yontem olarak kullanilmaktadir [42,130-132]. Calismanin esas
deney gruplar1 olusturulmadan once, literatiir ile uyumlu olarak esit katlarda artan iyonize
radyasyonun HT22 hiicreleri iizerinde yaptig1 etki CKHKT ile ol¢iilerek hem iyonize edici
radyasyon cihazi, hem de hiicre kiiltlirii uygulamalarimizin standartligi sitnanmistir (n=12) (Sekil

3.5).
3.3.1.2. Basamak 1.2

Bu alt basamagin en basinda, HT22 hiicrelerinin iyonize edici radyasyon sonrasindaki
canli kalabilme kabiliyetinin CKHKT sonuglari ile konuyla ilgili mevcut literatiir birlikte analiz
edilerek iki adet radyasyon dozu belirlenmistir (Tablo 2.1). Ayrica, iki farkli dozdaki iyonize edici
radyasyon HT22 hiicrelerine uygulandiktan sonra ultrastriiktiirel, hiicresel ve molekiiler analizler
yapilmasi i¢in in-vitro deneylerin sonlandirilacagi iki zaman noktasi da literatiirden faydalanarak
secilmistir (Tablo 2.1). Buna gore hiicrelere radyasyon verildikten 6 ve 24 saat sonra deneyler
sonlandirilarak, hiicrelerin elektron ve 151k mikroskobik olarak morfolojisi degerlendirilmis, akim
sitometri (AS) ile apoptoz ve kantitatif Real Time-PCR ile hedef genlerin ekspresyon analizleri
gerceklestirilmistir (n=4) (Sekil 3.5). lilgili yontemlerin protokolleri 3.5-3.7 kisimlarinda

verilmistir.
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Sekil 3.5. Basamak 1’deki gruplarin sematik olarak gosterilmesi. (A) Basamak 1.1'deki deney
gruplarinin sematik gosterimi (B) Basamak 1.2’deki deney gruplarinin sematik gésterilmesi.

3.3.2. Basamak 2

Calismanin bu safhasinda, Basamak 1'den elde edilen bilgiler dogrultusunda, iyonize edici
radyasyon dozu, klinikte kraniyal radyasyon icin tek seferde uygulanan en yiiksek doz olan 8 Gy
olarak belirlenmistir. Sonrasinda ise makrofaj hiicrelerinin, besiyerleri aracilig ile iyonize edici

radyasyonun olusturdugu noral hasari onarma kapasitesi farkli yéntemlerle test edilmistir.
3.3.2.1. Basamak 2.1

HT22 hiicrelerine iyonize edici radyasyon verilmeden once ve/veya verildikten sonra
farkli zamanlarda RAW264.7 makrofaj hiicresi KM’si verilmistir (Sekil 3.6). Bu gruplara denk,
iyonize edici radyasyonun verilmedigi fakat diger tiim islemlerin ayni oldugu Sham gruplar: da
olusturulmustur. In-vitro deneyler sonunda tiim gruplarda CKHKT ile canli koloni sayilari
belirlenmistir (n=12) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Kosullandirilmis medyum (KM) ile ¢esitli basamaklarda ve ¢esitli siirelerde muamele
edilen HT22 hiicre hatlar ile olusturulmus canl kalan hiicre kolonisi testi ile stnanmis deney
gruplarinin gosterilmesi (A) 24 saat KM ve 48 saat KM ile muamele basamaklarinin
kombinasyonlarinin gosterilmesi (B) 24 saat KM ile muamele siiresinin farkli basamaklarda sham
gruplari ile uygulanmasinin gosterilmesi.

J
W
@8
]

3.3.2.2. Basamak 2.2

Basamak 2.1'de elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildikten sonra en uygun
kombinasyondaki ve siiredeki 2 adet makrofaj KM’ si iceren strateji (Sekil 3.6.B'nin 6. ve 10.
grubu) daha ileri diizeyde analiz edilmek lizere gercek zamanl hiicre boliinmesi analizine tabi
tutulmustur (n=4) (Sekil. 3.7). Bu islem i¢cin MEITAM hiicre kiiltiirii laboratuvarinda bulunan
xCELLigence marka RTCA DP model hiicre analiz cihazi kullanilmistir. Yontemin ayrintilar1 3.8.

kisimda verilmistir. Basamak 1.1. ve 2.1."de uygulanan CKHKT yénteminin standart uygulanisinda,
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kontrol grubu olarak tayin edilen grubun optimum 6zellikte koloni olusturmasi i¢in gecen hiicre
kiltiri stiresi (5-6 giin aras1 degismektedir) ne kadar ise tiim deney gruplar1 kendilerine 6zel
deneysel protokollerden sonra bu siire kadar kiiltiire edilmistir. En fazla 2-3 giin siiren deneysel
uygulamalar (KM veya tedavi verilmesi vb.) sonlandirilip optimum koloni olusumu gézlenene
kadar gecen siire zarfinda hiicrelerin fizyolojik davraniglari bilinmemektedir. Dolayisiyla, gergek
zamanl hiicre béliinme analizi, bahsi gegen aradaki siire boyunca, farkli gruplardaki HT22

hiicrelerinin proliferasyon davranislarini aciga kavusturmustur.

Bu alt basamak sonunda, degisik siirelere ve kombinasyonlara sahip gruplarin CKHKT
testi sonuglarina gore, calismanin son kisminda uygulanacak makrofaj KM yaklasimi icin en etkili
olan grup yani sadece radyasyon verilen gruba gore en fazla sayidaki koloniyi olusturabilen grup,

tedavi grubu (Sekil 3.6.B’'nin 6. grubu) olarak secilmistir.
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Sekil 3.7. Basamak 2.1 sonuglarina gore belirlenmis tedavi gruplar iizerindeki gercek zamanlh
hiicre boliinmesi analizi (xCELLigence) deneylerinin sematik olarak gosterilmesi.
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3.3.2.3. Basamak 2.3

Bu alt basamakta ilk olarak, Basamak 2.2’de tiim ¢alisma gruplarinin xCELLigence
cihazinin verdigi sonuclar dogrultusunda, farkli zaman dilimlerindeki béliinme hizlar1 analiz
edilerek iki 6nemli zaman noktasi (48. ve 72. saat) belirlenmistir. Sonrasinda ise her bir grup icin

n=4 olacak sekilde ¢alismanin son safhasina ge¢ilmistir.
Bu kisimda ozetle;

e Basamak 1 sonunda belirlenmis olan tek doz iyonize edici radyasyon
kullanilmistir.

e lIyonize edici radyasyon verilen ve verilmeyen gruplardaki HT22 hiicrelerine
Basamak 2.2'de belirlenen ve teke indirgenen, makrofaj KM yaklasimi
uygulanmistir.

e Belirlenen son strateji uygulandiktan sonra, iki zaman noktasinda kiltiir islemleri
sonlandirilmis, HT22 hiicreleri ultrastriiktiirel olarak, apoptotik karakterleri
yoniinden, gen ekspresyonu durumlari ve immiinositokimyasal olarak test
edilmistir. Tiim sonuglar istatistiksel olarak analiz edilip yorumlanmistir (Sekil

3.8).
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Sekil 3.8. Basamak 2.2 sonuglarina gore belirlenmis tedavi gruplar1 iizerindeki deneylerin
sematik olarak gosterilmesi. (A) Zaman 1 (48. saat) ve Zaman 2 (72. saat) olarak belirlenmis
zaman noktalarindaki deney gruplarinin gosterilmesi ve gruplar {izerinde uygulanan yontemler
(B) Zaman 1 ve 2 i¢in olusturulan gruplarin sematik olarak agiklanmasi.

3.4. Canh Kalan Hiicre Kolonisi Testi (Clonogical Survival Assay)

In-vitro radyasyon duyarlih@imi degerlendirmede kullanilan bir test olan CKHKT, ayni
zamanda, radyasyon sonucu sagkalimi degistirebilen ajanlarin etkinligini test etmek icin de
kullanilan, altin standart degerinde bir testtir [130,132,133]. Radyasyon maruziyeti sonucu
radyasyonun etkilerini hayatta kalan hiicre diizeyinde gostermek ve uygun dozu belirlemek

amaciyla canli kalan hiicre kolonisi testi gerceklestirilmistir.
Bunun i¢in,
o T25 flasklara ekilen hiicreler %70 konfluent duruma ulastiktan sonra, iyonize
edici radyasyon islemi uygulanmistur.
e Kuyucuk basina sayilari belirlenmis olan hiicreler (500 hiicre/kuyucuk), 6

kuyucuklu platelere ekilip hiicreler 5-6 giin boyunca inkiibe edilmis ve hiicrelerin

koloni olusturma kapasiteleri izlenmistir.
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Koloni olusumlari mikroskop altinda gézlendikten sonra (1 kolonide en az 50-60
hiicre olana kadar) media uzaklastirilip DPBS ile yikanmuistir.

Daha sonrasinda hiicreler %70’lik etil alkolle fikse edilip %0,05lik kristal violet ile
(30 dk) boyanmaistir.

Bu stirenin sonunda kolonileri iceren kuyucuklar 3 kere DPBS ile yikanmis ve plateler ters

cevrilerek kurumasi icin bir giin siireyle beklenmistir. Plateler fotograflandiktan sonra, koloni

sayim islemi Image]/Fiji (National Institutes of Health- NIH, ABD) ile “¢coklu nokta (multi point)”

ozelligi sayesinde gerceklestirilmistir. Sayilan koloniler gruplar arasinda karsilastirilmistir

[130,134].

3.5. Isik ve Elektron Mikroskobik inceleme

Elektron mikroskobik incelemeler icin olusturulan gruplarda deney sonunda,

Flasklardaki medyum uzaklastirilip hiicreler DPBS ile yikandiktan sonra, lizerine
tripsin eklenen hiicreler 3-4 dk 37°C’deki inkiibatorde bekletilmistir.

Tutundugu ylizeyden kalkan hiicrelerin iizerine katkili medyum eklenmis ve hiicre
stispansiyonu 15 ml'lik falkon tiiplere alinmistir.

125g’de 5 dk santrifiij islemi sonrasinda, pellet hacminin 5 kati olacak sekilde
%2,5’luk gluteraldehit soliisyonu (GA) ile hiicreler restispanse edilmistir.

Hiicre siispansiyonu eppendorf tiiplere aktarilip 10 dk oda 1sisinda hiicrelerin
fikse olmasi icin bekletilmistir.

Fikse edilen hiicreler, 31514 g’de (maksimum g) 5 dk santrifiij edilip slipernatant
uzaklastirilmig ve pellet tizerine 1 ml %2,5’luk GA soliisyonu eklenmistir.

20 dk sonra pellet biitiin bir disk seklinde tiipten ¢ikarilmis ve 1 mm3 olacak
sekilde pargalara bolinmiistiir.

Daha sonrasinda DPBS ile yikanan pellet pargalar1 asagidaki takip protokoliine

gore hazirlanmistir.

Bunun icin sirayla;

%1’lik osmium tetraoksit icinde 60 dk (ikinci tespit i¢in)
PBS ile yikama 3 X 5 dk

%50’lik etil alkol icinde 15 dk

%6011k etil alkol icinde 15 dk

%70’lik etil alkol icinde 15 dk

%80’lik etil alkol icinde 15 dk

%9011k etil alkol icinde 15 dk
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. %96’lik etil alkol icinde 15 dk
. %96’lik etil alkol icinde 15 dk
. %96’lik etil alkol icinde 15 dk
. %96’lik etil alkol icinde 15 dk
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e Propilen oksit icinde 15 dk
e Propilen oksit icinde 15 dk
e Propilen oksit : epoksi rezin icinde (3:1) 60 dk
e Propilen oksit : epoksi iginde rezin (1:1) 60 dk
e Propilen oksit : epoksi iginde rezin (1:3) 60 dk

o Epoksirezin icinde 16-24 saat hiicre pellet parcalar1 bekletilmistir.

Yukaridaki islemler yapildiktan sonra, ertesi giin, hiicreler epoksi rezine gémiiliip 60°C’lik
etiivde 18 saat boyunca epoksi rezinin polimerize olmasi icin beklenmistir. Elde edilen bloklardan
ultramikrotom (Leica Ultracut UCT 125 ultramikrotom Leica Microsystems GmbH, Viyana,
AVUSTURYA) ile ilk olarak 2 pm kalinliginda yari ince kesitler alinarak %1°lik toluidin mavisiyle
(Electron Microscopy Sciences, Katolog No: 22050) boyanmistir. Boyanan kesitler entellan ile
kapatildiktan sonra 151k mikroskobuna (Olympus BX50, Olympus Anonim Sirketi GmbH, Almanya)
eklenmis kamera (Olympus LC30, (Olympus Anonim Sirketi, Tokyo, Japonya) ile fotograflanmistir.
Daha sonrasinda, 70 nm kalinhiginda ince kesitler 300 g6zenekli bakir gridlere alinarak uranil

asetat ve kursun sitrat ile kontrastlanmistir.
Kontrastlama islemi i¢in;

o Kesitler uranil asetatta 5 dk bekletilmistir
o Distile su ile yikanmistir (3 X 1 dk)
e Kursun sitratta 5 dk bekletilmistir
o Distile su ile yikanmistir (3 X 1 dk)

e Kurutma kagidi ile kurutulmustur
3.6. Akim Sitometrik Analiz

Radyasyon maruziyeti sonucu hiicrelerde olusabilecek erken apoptoz, gec apoptoz ve

nekrozun kantitatif olarak gosterilmesi i¢in bu teknik uygulanmistir.
3.6.1. Anneksin V/PI ile Erken, Ge¢ Apoptozisin ve NeKkrozisin incelenmesi
Ticari olarak temin edilen FITC Annexin V/PI apoptoz kiti (BioLegend;Cat No: 640932)

hiicreler tizerinde uygulanmistir.
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Kitin talimatlarina goére kisaca;

e (0.25-1.0x107 arasinda degisen hiicre siispansiyonunun 100 pl’si yeni bir tiipe alinarak
tizerine 5pl FITC Anneksin V ilave edilmis ve karistirilmistir.

e Daha sonra 10 pl Propidyum Iyodir (PI) soliisyonu ilave edilmistir.

e Yavasca karistirilan siispansiyon 15 dk oda sicakliginda (25°C) inkiibe edilmistir.

e Son olarak 400pl Anneksin V tampon eklenerek analiz icin akim sitometri cihazinda

okutulmustur [135,136].

Bu islemlerin sonucunda,
Annexin V (-) ve PI (-) boyanan hiicreler canl ve saglikli hiicreler olarak,
Annexin V (+) ve PI (-) boyanan hiicreler erken apoptotik hiicreler olarak,
Annexin V (+) ve PI (+) boyanan ge¢ apoptotik hiicreler olarak,

Annexin V (-) ve PI (+) boyananlar ise nekrotik hiicreler olarak degerlendirilmistir.
3.7. Gen Ekspresyon Analizlerinin Yapilmasi
3.7.1. Total RNA izolasyonu

Alt1 kuyucuklu platelerde yapilmis olan deneyler sonucunda her bir kuyucukta ~1x106
hiicre olacak sekilde, hiicrelerden total RNA (tRNA) izolasyonu gerceklestirilmistir. Bu sebeple,
ticari olarak elde edilen kit yardimiyla (ROCHE, High Pure RNA Isolation Kit, 50 reactions, REF:
11828665001) iiretici firmanin talimatlarina uyularak tRNA izolasyonu gerceklestirilmistir.

Buna gore;

o Platelerdeki medyum uzaklastirilip hiicreler DPBS ile yikanmistir.

e Uzerine tripsin eklenen hiicreler 3-4 dk 37°C’deki inkiibatérde, hiicrelerin yiizeyden
tamamen kalkmasi i¢in bekletilmistir.

e Tutundugu ylzeyden kalkan hiicrelerin iizerine katkili medyum eklenmis ve hiicre
stispansiyonu 15 ml'lik falkon tiiplere alinmistir.

e Yavas bir sekilde pipetaj yapildiktan sonra HT22 hiicreleri 300 g'de 2-3 dk sanrifiij
edilmistir.

e Santrifiij isleminden sonra slipernatant atilarak asagida kalan pellete soguk DPBS’den
(+4°C) 5 ml ilave edilip yavas bir sekilde pipetaj yapilarak hiicrelerden fenol redin
uzaklasmasi saglanmistir. Bu islemden sonra, tiim siispansiyon 300 g’de 3 dk sanrifiij
edilmistir.

e Santifiij isleminden sonra siipernatant atilarak érnekler buz iizerine alinmistir.
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Asagida kalan pellete, 6rnek basina 200 pl, filtrelenmis soguk DPBS’den (+4°C) eklenip
pipetaj yapilmis, daha sonra yine 6rnek basina 400 pl olacak sekilde kitin icerisinde
bulunan lizis tamponundan (lysis buffer) eklenip drnekler karistirilmistir.

Toplamda 6rnek basina 600 pl olan karisim, 20 saniye vorteks cihazi ile karistirilip kitin
icerisinde bulunan kolonlara aktarilmistir.

Tipler 8000 g’de 23 saniye santrifiij edilmistir.

Ornek atiklarinin toplandig1 toplama tiipii (collection tube) bosaltilip kolonlara érnek
basina 10 pl DNase, 90 pl DNase inkiibasyon tamponundan (DNase incubation buffer)
eklenip 15 dk inkiibasyon icin beklenmistir.

inkiibasyondan sonra, kolonlarin tizerine, 6rnek basina 500 pl olacak sekilde, kitin
icerisinden ¢ikan 1 numarali yikama tamponu eklenmistir (Wash Buffer I).

Tipler 8000 g’de 23 saniye santrifiij edilmistir.

Toplama tiipli bosaltilip kolonlara, 6rnek basina 500 pl olacak sekilde, kitin icerisinden
¢ikan 2 numarali yikama tamponu eklenmistir (Wash Buffer II).

Tipler 8000 g’de 23 saniye santrifiij edilmistir.

Toplama tiipli bosaltilip kolonlara, 6rnek basina 200 pl olacak sekilde, 2 numarali yikama
tamponu eklenmistir (Wash Buffer II).

Tipler en yliksek g’de 2 dk santrifiij edilmistir.

Toplama tiipii bosaltilip kolonlar, kitin igerisinden ¢ikan, 1,5 ml'lik kilitli DNase/RNase
free steril eppendorf tiiplere aktarilmistir.

Kolonlarin iizerine, 6rnek basina 50 pl kitin icerisinden ¢ikan, eliisyon tamponu (elution
buffer) eklenip, 1-2 dk oda sicaklifinda (20-24°C) inkiibasyon i¢in beklenmistir.

Tipler 8000g’de 1 dk santrifiij edilip tRNA izolasyon islemi tamamlanmistir.

Daha sonra, 1,5ml’'lik eppendorf tiipler icinde bulunan tRNA’lar, siv1 azota (s1v1 nitrojen)
atilarak hizlica dondurulmus ve Anatomi A.D.’"deki -80°C derin dondurucuya, 6rneklerin

kullanilacagi giine kadar saklamak icin kaldirilmistir.

Total RNA érnekleri, Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim, Arastirma ve Uygulama

Merkezi'nde (MEITAM) bulunan QDrop cihazinda konsantrasyon ve niikleik asit saflik analizi i¢in

Olctliip QDrop okutmalart sonucu sadece 280/260 ve 260/230 absorbans degerleri 1.8<X

lizerinde olan 6rnekler cDNA’ya ¢evirmek icin kullanilmistir.

3.7.2. cDNA Sentezi

Gen ekspresyon analizlerinde kullanilacak cDNA’larin, ilk olarak bir 6nceki basamakta

hiicrelerden izole edilmis olan total RNA'lardan doéniistiriilmesi gerekmektedir. Her bir cDNA

sentezine doniistiirme isleminde 500 ng miktarinda tRNA kullanilmistir. Kitin talimatlarina gére
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bir cDNA master mix hazirlanmis ve MiniAmp Plus Thermal Cycler cihazinda asagidaki PCR

programi kullanilarak tRNA’lardan cDNA’ya ¢evrimi gerceklestirilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. tRNA’dan cDNA’ya gevirim i¢in uygulanan PCR reaksiyonu

Sicaklik Siire
25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5 dk

Her bir biyolojik 6rnek i¢cin mutlaka kitin enzimi olan Multiscribe enzimi icermeyen, fakat
total RNA igeren bir tiip de dahil edilmistir. Bu 6rnekler ilerleyen kantitatif-RT-PCR analizlerinde

negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Eger RNA izolasyonu sirasinda izolatin icerisine az miktarda bile DNA karismis ise, bu
ornek iceresindeki RNA ya ek olarak kontamine olmus DNA da RT-PCR primerleri ile ¢ogalabilir.
Sonuc¢ olarak da elimizde ilgili genin mRNA ekspresyonu ile birlikte gDNA'ya ait bolgede
¢ogalabilir ve bizi yaniltabilir. Bu gerekgelerle s6z konusu negatif kontrol tiim 6rnekler icin

olusturulup her bir genin ekspresyonu icin test edilmistir.
3.7.3. Kantitatif RT-PCR ile Gen Ekspresyon Analizi

Sentez edilen cDNA’lardan asagidaki tabloda verilmis olan genlerin (Tablo 3.2),
ekspresyon diizeylerinin rolatif kantitasyonu her bir gen icin ayr1 ayri belirlenen 6zgiil primer
dizileri kullanilarak Mersin Universitesi Hastanesi Biyokimya A.D.de bulunan Real Time PCR
(Roche Light Cycler 480 Instrument, RRID:SCR_020502) ile gerceklestirilmistir. Ekspresyon
diizeylerinin kantitasyonu ise “Comparative CT (AAC)” analizi ile yapilmistir. Yontem; hedef gen
ve endojen kontrol ile pozitif RNA 6rnegine (TagMan Human Control Total RNA-4307281" den
sentezlenen cDNA) gore ekspresyon diizeylerindeki farkliliklari belirleme seklinde calismaktadir.
Reaksiyon sonrasi elde edilen AAC degerleri kullanilarak 2-2ACT hesaplanarak ve endojen kontrol

ile referans RNA’ya karsi arastirilan genin ekspresyon diizeyleri belirlenmistir.
3.7.4. Kantitatif RT-PCR icin Primer Tasarisi

Calismamizda kullanilan Hprt, Nrf2, Grn ve Bdnf genlerinin RT-PCR primerleri literatiirden
[137] alinmus, Dusp22 ve C9orf72 genlerinin primerleri ise tarafimizca tasarlanmistir (Tablo 3.2).
Bunun icin, Pubmed “Gene” den tasarlanmasi planlanan primerlerin gen isimleri bu araca

yazilarak sekanslar1 belirlenmistir (Tablo 3.2). Birden fazla varyant mRNA'’s1 olanlar i¢in ortak
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sekans saptanmistir. Ensembl indeksten exon-exon sinirlari tespit edilmis ve Integrated DNA

Technologies (IDT) PrimerQuest Tool araciligiyla uygun primerler secgilmistir. Ayrica IDT

OligoAnalyzer ile tasarlanan primerlerin self-dimer, heterodimer 6zellikleri ve hairpin yapilari,

Delta G hesaplamalar1 g6z oniinde bulundurularak kontrol edilmistir. Son olarak, non-spesifik

baglanmalarin kontrolil i¢in “Primer-BLAST - (NCBI)” kullanilmis ve en uygun olan primerler

secilerek ekspresyon analizine gecilmistir.

Tablo 3.2 Deneylerde kullanilan RT-PCR primer dizileri, hedef genler ve amplikon (PCR iiriinii)

Hedef Gen

(fare genomu)

Hprt

Nrf2

Grn

Bdnf

Dusp22

C9orf72

buytkliikleri

RT-PCR Primer Dizisi
Forward (5’-3)
Reverse (3’-5’)

CAGCGTCGTGATTAGCGATGAT
CCAGTTGGTAAAGTCCAGCAG
AAGAATAAAGTCGCCGCCCA

AGATACAAGGTGCTGAGCCG
GTGACCTGGTTCACACACGA
GACACTGCCCTGTTGGTCTT
AGCTGCCTTGATGTTTACTTTGA

GTCCGTGGACGTTTACTTCTTTCA
GACACACCATCTCAAAACCTGAC

GATCACCAATGTCACACTCCTG

CTAGTGAAAGCCTTCCTGGATCA
TGCGTATCATCCTCGATGTACTTG

3.8. Gercek Zamanl Hiicre Analizinin Yapilmasi

Amplikon Biiytukliigii (bd)

134

170

91

148

132

137

Olusturulan gruplarda fare hipokampal hiicrelerinin proliferasyonuna radyasyon

uygulama islemi sonucunda hasar géren hiicrelerin makrofaj medyumunun etkisini anlamak

amaciyla MEITAM’da bulunan hiicre kiiltiirii laboratuvarindaki, zemininde yerlesmis olarak

bulunan mikroelektrotlar ile elektriksel empedansi 6l¢gme prensibiyle ¢calisan Roche xCELLigence

RTCA DP cihazi ile 120 saat boyunca hiicre canlilik egrileri degerlendirilmis ve kantitatif sonuglar

elde edilmistir.
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Buna gore;

Cihaza 6zel 16 kuyucuklu e-plate kuyularina 100 pl medyum ilave edilmistir. Daha
sonra, e-plateler cihaza yerlestirilmis ve hiicre icermeyen medyum cihazda
okutulmustur.

Bu “bos okuma” isleminden sonra, yiizey alani yaklasik 1,04 cm2 olan kuyucuklara
sahip e-platelere, laminar kabin icerisinde, deneylerden once, her bir kuyucukta
500 hiicre olacak sekilde CEDEX XS hiicre sayim cihazi ile sayilan HT22 hiicreleri
(iyonize edici radyasyona maruz birakilmamis ve birakilmis) ekilmistir.
Hiicrelerin tutunmasi icin 24 saat 37°C sicaklik ve %5 CO; iceren inkiibatorde
bekletilmistir.

Hiicreler tutunduktan sonra Sekil 3.7°de 6zetlenmis olan deney gruplari, grup
basina n=4 olacak sekilde olusturulmus ve bu gruplara gore tiim deneyler
gerceklestirilmigtir.

RAW264.7 fare makrofaj hiicre hatti medyumu (kosullandirilmis medyum)
uygulama islemlerinden toplam 120 saat sonra deneyler sonlandirilmistir.
“RTCA Software (version 1.2.1)” programina aktarilmis olan hiicre indeksi

verilerinin istatistikleri yapilarak yorumlanmistir.

3.9. immiinositokimyasal islemler

3.9.1. Hiicrelerin isaretlenmesi

Deney gruplar tizerinde yapilmis olan immiin isaretlemeler igin hiicreler 96 kuyucuklu

petrilere ve konfokal petrilerine ekilmistir. Deneyler sonucunda hiicrelere immunositokimyasal

(ISK) isaretlemeler icin asagidaki protokol uygulanmistir:

Hiicreler lizerinden medyum uzaklastirilip hiicreler bir defa PBS ile yikanmistir.
Oda sicakliginda %4’liik paraformaldehit soltisyonu ile 10 dk fikse edilmistir.
Hiicreler DPBS ile yikanmistir (3X5 dk).

%0,25’lik Triton X-100 (Merck, Katalog No:108603.1000) iceren PBS tamponu
icerisinde hiicre gecirgenligini arttirmak amaciyla 15 dk inkiibe edilmistir.
Hiicreler DPBS ile yikanmistir (3X5 dk).

%2,5’'luk sigir serumu, %1,5 normal keg¢i serumu ve %0,05 Triton X-100 iceren
PBS tamponu icerisinde 60 dk bloklama yapilmistir.

%2,5’'luk sigir serumu, %1,5 normal ke¢i serumu ve %0,05 Triton X-100 iceren
PBS tamponu icerisinde primer diliisyonlar1 ayarlanmistir.

- Ki67: 1:250 (abcam, katalog no: ab15580)
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e Primer inkiibasyonu +4°C’de bir gece yapilmistir.
e Ertesi giin, hiicreler DPBS ile yikanmistir (3X5 dk).
e Sekonder konsantrasyonlar1 ayarlanmistir.
- Anti-Rabbit (1:750) (Jackson ImmunoResearch Labs Katolog NO: 230 111-
545-144, Lot# 149538; Alexa Fluor 488-AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L))
e Sekonder inkiibasyonu 90 dk, karanlik bir ortamda, oda sicakliginda
gerceklestirilmistir.
e Hiicreler DPBS ile yikanmistir (3X5 dk).
e 9,0.01'lik Hoechst 33342 (Molecular Probes, H1399) iceren PBS ile 10 dk inkiibe
edilerek hiicre cekirdekleri isaretlenmistir.

e Hiicreler DPBS ile yikanmistir (3X5 dk).

Hedeflenen hiicrelerin analizi, her grup icin ayri1 ayr1 goriintiilenen fotograflar iizerinde,

licretsiz Image | /Fiji (National Institutes of Health- NIH, ABD) yazilimi kullanilarak yapilmistir.
3.9.2. Flouresan Mikroskop ile Goriintiileme ve Goriintiilerin Analizi

Immiinfloresan olarak isaretlenmis cam tabanh konfokal platelerdeki hiicreler (Celvis,
Katolog No: D35200N) , Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim
Dali'nda bulunan Nikon Ti inverted floresan mikroskop altinda 20X ve 40X objektif altinda

goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

Her bir plate icin 2 farkli alan ve her bir alandan 2 farkli bolge (Sekil 3.9) segilerek grup
basina toplam 10 fotograf cekilmistir (n=5). Flouresan mikroskopla ¢ekilen fotograflar, ticretsiz
bir program olan Image J/Fiji (National Institutes of Health- NIH, ABD) {izerinde analiz edilmistir.
Analizler, resimler 8-bit gray-scale TIF formatina doniistiirtildiikten sonra gerceklestirilmistir
(Sekil. 3.10) [138]. Hiicrelerdeki Ki67 boyanma yogunlugunu belirleyebilmek amaciyla yazilimin
“oval sekil” ve/veya “hands free ” araci kullanilarak, néron niikleuslarinin dis sinirlar cizilmistir
(Sekil 3.11). Sinirlari gizilen néronlarin igerisindeki boyanma yogunlugu ise yazilimdaki “analyze”
mentsiindeki “measure” secenegi ile “piksel yogunlugu” cinsinden olciilerek kaydedilmistir.

Belirlenen yogunluk ytizdesi tizerinden hesaplamalar istatistiksel analizler ile karsilagtirilmistir.
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1.alan | 2.alan

Created in BioRender.com bio

Sekil 3.9. Cam tabanl konfokal platelerinde resim cekilen alanlarin gosterilmesi

(Fiils Just) Image) - o x
266001920 pesls: RO 19u8
Fie Edt Image Process Analyze Plugins Window Help 200 ~al]

ojo|af8 /| <%\ |A| o] | | s ]wr| o] 4] &R

Fifi Is Just) ImageJ 2.3.0/1.63q; Java 1.8.0_265 [64-b].

Sekil 3.10. Fotograflarin Image J/Fiji yazihmi ile 8 bit'lik gri skalaya cevrilmesi. Objektif
bliytukligi: 20X.
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Sekil 3.11. Gri skalaya cevrilen fotograflar izerinde hiicrelerin isaretlenmesi. Objektif biiytikliigii:
20X.

3.10. Bulgularn istatistiksel Analizi

Calismamizda elde edilen tiim verilerin tanimlayici istatistikleri, her bir bagimsiz deney
icin teknik kopyalar ile calisma grubu basina dort ila 24 arasinda degisen (n=4-24) bagimsiz deney
olacak sekilde gergeklestirilmistir. Her bir yontemde kullanilan bagimsiz deney sayisi ilgili
deneyin yonteminin agiklandig1 kisim ve ilgili sekil altinda sunulmustur. Normallik varsayimi
Shapiro-Wilk testi ile test edilmistir. Shapiro-Wilk testi sonucuna gore ihlal gozlenmesi
durumunda (normal dagilim yok) (P<0,05) non-parametrik (Kruskal-Wallis), gdzlenmemesi
(normal dagilim var, P>0,05) durumunda ise parametrik (One-Way ANOVA) test secilerek veri
analizleri gerceklestirilmistir. Tiim istatistiksel analizlerde, anlamlilik esik degeri olarak 0,05
(P<0,05) belirlenmistir. Analizler icin IBM SPSS Statistics yaziliminin licretsiz deneme siiriimii
(26) kullanilmistir. Tanimlayic1 veriler, eger non-parametrik bir analiz gerceklestirildiyse box-
plot grafigi (minimum-median-maksimum verileri isaret eden), parametrik secildiyse ortalama *
standart sapmay1 temsil eden bar grafigi biciminde sunulmustur. Istatistiksel analizi tamamlanan
verilerin grafikler haline dontstiiriilmesi ve diizenlenmesi i¢in Microsoft Office (siiriim 15.32)
yazilimi kullanilmistir. Elde edilen bilgiler her deney sonrasinda analiz edildigi gibi ¢alismanin
tiim laboratuvar deneyleri bittikten sonra tekrar kontrol edilmistir. Istatistiki bilgiler sonucunda

bulgular yazilarak, bilgiler yorumlanmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Basamak 1.1 Bulgulan

Calismamizin bu basamaginda HT22 hiicreleri kullanilarak olusturulan kraniyal RT
modelinin tutarhhg CKHKT ile gosterilmistir. ilk olarak, kullandigimiz HT22 hiicre hattinin
CKHKT uygulamasi ile normal kiltiir kosullar1 altindaki uyumlulugu bir 6n calisma ile
degerlendirilmistir. Sonrasinda ise HT22 hiicrelerinin iyonize radyasyona karsi duyarhliklari, 0-
10 Gy arasinda artan dozlarda iyonize radyasyona maruz biraktigimiz hiicre gruplarinin

olusturduklar1 canli koloni sayilar1 kullanilarak hesaplanmistir.

4.1.1. Canli Kalan Hiicre Kolonisi Testi (Clonogical Survival Assay) Bulgulari

Ilk olarak HT22 hiicre hattinin canli koloni olusturma karakteri tespit edilmistir. Bunun
icin 5 farkli 6 kuyucuklu petriye, her birine sirasiyla 500, 1000, 2000, 4000 ve 10000 sayida (n=3)
HT22 hiicresi ekilerek, standart kosullarda 5-6 giin kiiltir islemi sonunda %0,5'lik kristal violet
ile boyanmis ve koloni olusumu morfolojik olarak gozlemlenmistir (Sekil 4.1). Bu 6n ¢alisma
sonucunda elde edilen morfolojik goriintiiler incelendiginde, her biri yaklasik 50 adet hiicre
iceren gozle rahatlikla ayirt edilebilir ve sayilabilir olan kolonilerin optimum diizeyde oldugu
grup, kuyucuk basina 500 hiicre ekilen grup olarak belirlenmistir. Calismanin ilerleyen
basamaklarinda gergeklestirilen tiim CKHKT deneylerinde kuyucuk basina 500 hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir (Sekil 4.1A).
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Sekil 4.1. Kuyucuk basina koloni sayis1 belirlemek i¢in yapilan 6n calisma. (A) Kuyucuk basina
500 hiicre ekim sonuglari, (B) Kuyucuk basina 1000 hiicre ekim sonuglari, (C) Kuyucuk basina
2000 hiicre ekim sonuglari, (D) Kuyucuk basina 4000 hiicre ekim sonuglari, (E) Kuyucuk basina
10000 hiicre ekim sonuclari. %0,5’lik kristal violet.

Her birine 500 adet HT22 hiicresi ekilen kuyulara (doz basina 12 adet, n=12), Mersin
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi A.D.de bulunan iyonize edici radyasyon
cihazinda sirasiyla 0, 2, 4, 6, 8, 10 Gy dozlarinda iyonize radyasyon uygulanmistir. Uygulamadan
sonra 6 glin boyunca standart kosullarda kiiltiire edilen gruplar CKHKT uygulamasina alinmistir
(Sekil 4.2). Farkh doz gruplarindaki HT22 hiicrelerinin olusturdugu koloni sayilar1 hesaplanarak,
ortalama #* standart sapma veri biciminde bar grafiginde sunulmustur (Sekil4.3). Bu deneyin
sonunda, radyasyon dozu arttikga, artan her doz igin ayr1 ayr1 kontrole gore koloni sayisinin

azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Tablo 4.1).
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Sekil 4.2. 0, 2, 4, 6, 8, 10 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin CKHKT
testi ile olciilen kolonileri. (A) 0 Gy grubundaki kuyucuklarda gozlenen koloniler, (B) 2 Gy
grubundaki kuyucuklarda gozlenen koloniler, (C) 4 Gy grubundaki kuyucuklarda goézlenen
koloniler, (D) 6 Gy grubundaki kuyucuklarda gozlenen koloniler, (E) 8 Gy grubundaki
kuyucuklarda gozlenen koloniler, (F) 10 Gy grubundaki kuyucuklarda gézlenen koloniler. %0,5’lik
kristal violet.

500
400
300

200

Koloni Sayisi

100
0 Gy 2 Gy 4Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
Doz (Gy)

Sekil 4. 3. 0, 2, 4, 6, 8, 10 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin canli
kalan hticre kolonisi testi (CKHKT) sonucunda gozlenen canli koloni sayilar grafigi. (n=12).

Tablo 4.1. 0, 2, 4, 6, 8, 10 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin
CKHKT ile 6lgtilen canli koloni sayilarinin ortalama ve standart sapma (+ SS) verileri (n=12)

GRUPLAR 0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy 10 Gy
ORTALAMA 369,83+ 38,94  263,17+£27,30 75,33+13,50 35,5045,40 12,33+3,14 9,50+2,58
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4.2. Basamak 1.2 Bulgular

Basamak 1.1 kapsaminda gergeklestirilmis olan CKHKT bulgulart sonucunda ve
literatiirden elde edilen sonuglar dogrultusunda (Tablo 2.1) radyasyon dozu 2 ve 8 Gy olarak
belirlenmistir. Bu basamakta, secilen bu 2 farkli dozun zamana bagh etkileri (radyasyondan 6 saat

ve 24 saat sonraki etkiler) degerlendirilmistir.
4.2.1. Morfolojik Bulgular
4.2.1.1. Isik Mikroskobik Bulgular

HT22 hiicrelerinin hticre kiiltiirii ortamindaki 1s1k mikroskobik goriintiilerinde, kontrol
grubunun okromatik niikleusa ve nérit benzeri uzantilara sahip olan, epiteloid karakterde
hiicreler oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.4). 2 ve 8 Gy radyasyon uygulanan gruplarda ise ilk gézlem,
hiicrelerin biyiik bir ¢ogunlugunun norit benzeri uzantilarini kaybedip kisalmis ve kiintlesmis
uzantilara sahip oldugudur. Dahas1 8 Gy radyasyon uygulanan grupta daha belirgin olmakla
birlikte, radyasyon uygulanan gruplarda, sitoplazmanin daha dens goriindiigii tespit edilmistir
(Sekil 4.5, Sekil 4.6). 2 Gy radyasyon uygulamasi yapilan gruplarda, bazi hiicrelerde vezikiil artisi
gozlenmistir (Sekil 4.5). Bu vezikiillerin zamana bagh olarak da arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.5C,
D). 8 Gy radyasyon uygulamasi yapilan gruplarda ise hiicrelerdeki vezikiillerin yogunlugunun
arttifn gozlenmistir (Sekil 4.6). Ayrica bu grupta, zaman ilerledik¢e dev polimorfoniikleer

hiicrelerin (multipolar niikleusa sahip hiicreler) varlig: tespit edilmistir (Sekil 4.6C, Sekil 4.6D).

Sekil 4.4. Kontrol grubunun genel 151k mikroskobik morfolojik gériintiisii. (A) Objektif biiylitmesi
10X; olgek:10 um (B) A’da siyah kare ile ¢izilen alaninin daha yakindan goésterilmesi. Normal
morfolojideki niikleus (asterisk), norit benzeri uzantilar (beyaz oklar).
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Sekil 4.5. 2 Gy iyonize edici radyasyona maruz birakilan grubun zamana gore degisen (6 sa ve 24
sa) genel 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii (A, B) 2 Gy radyasyon uygulanan grubun 6 saat
sonrasindaki (2 Gy_6sa) genel 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii (B) A’da siyah kare ile
¢izilen alaninin daha yakindan goésterilmesi (C, D) 2 Gy radyasyon uygulanan grubun 24 saat
sonrasindaki (2 Gy_24 sa) genel 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii (D) C'de siyah kare ile
cizilen alaninin daha yakindan gosterilmesi (4, C). Objektif biiylitmesi: 10X; 6l¢ek: 10 pm. Niikleus
(asteriskler), vezikiil (siyah oklar), kiintlesmis hiicre uzantilari (beyaz ok baslari).
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Sekil 4.6. 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz birakilan grubun zamana gore degisen (6 sa ve 24
sa) genel 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii (A, B) 8 Gy radyasyon uygulanan grubun 6 saat
sonrasindaki (8 Gy_6sa) genel 151k mikroskobik morfolojik goériintiisii (B) A’da siyah kare ile
¢izilen alaninin daha yakindan goésterilmesi (C, D) 8 Gy radyasyon uygulanan grubun 24 saat
sonrasindaki (8 Gy_24 sa) genel 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii (D) C'de siyah kare ile
¢izilen alaninin daha yakindan gosterilmesi (4, C) Objektif biliyiitmesi: 10X; 6lgek: 10 um. Niikleus
(asteriskler), vezikil (siyah oklar), multipolar ntikleus (siyah ok baslari), kiintlesmis hiicre
uzantilar (beyaz ok baslari).

HT22 hiicrelerinin Zpum’lik yar1 ince Kkesitlerinin toluidin mavisi ile boyanmis 1sik
mikroskobik goriinttilerinde, kontrol grubundaki hticelerin 6kromatik ntikleusa, belirgin ve ¢ok
sayida niikleolusa ve lamellipodialara sahip olan hiicreler oldugu goriilmiistiir. Bu hiicrelerin
bazilarinda sayisi ¢ok az olmakla birlikte yer yer vezikiillere de rastlanmistir(Sekil 4.7. A, D, Sekil
4.8). 2 Gy radyasyondan 6 saat sonraki goriintiilerde, hiicrelerin lamellipodialarini kaybetmedigi,
ancak vezikiillere sahip olan hiicrelerde artis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4. 7. B,E Sekil 4.9). 8
Gy radyasyon uygulanan gruplarda ise radyasyondan 6 saat sonraki 1sik mikroskobik
goruntiilerde, hiicrelerin lamellipodia yapilarini ¢ogunlukla kaybettigi ve vezikiile sahip hiicre
sayilarinda artis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4. 7. C, F, Sekil 4.10). 24 saat sonraki 151k mikroskobik
goruntiilerde de 6 saat sonundaki goriintiilere benzer morfolojiler tespit edilmekle birlikte,

izolasyon membranlarinin ve mikrontikleuslarin varligi da gozlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.7 HT22 hiicre hattinin kontrol ve farkli dozlardaki iyonize edici radyasyon maruziyeti
sonrasi morfolojilerinin 151k mikroskobik goriintiileri. (A, D) Kontrol, (B, E) 2 Gy (C, F) 8 Gy iyonize
edici radyasyon uygulanmasindan sonra, 6. saatteki morfolojik goriintiileri, (D) A’da siyah kare ile
cizilen alaninin daha yakindan gosterilmesi, (E) B’'de siyah kare ile ¢izilen alaninin daha yakindan
gosterilmesi, (F) Cde siyah kare ile cizilen alaninin daha yakindan gdsterilmesi. Niikleus
(asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif biliyiikligi: 100X,
Olgek:10 pum.
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Sekil 4. 8. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu 1s1k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus
(asteriskler), niikleoluslar (N), lamellipodia (sar1 oklar), vezikiiller (siyah oklar). %0,1’lik toluidin
mavisi; objektif bliyiikligii: 100X, dlcek:10 um.

Sekil 4. 9. HT22 hiicre hattinin 2 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubun, radyasyondan
sonraki 6. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus (asteriskler), lamellipodia
(sar1 oklar), vezikiiller (siyah oklar). %0,1'lik toluidin mavisi; objektif biiytikliigii: 100X, 6lcek:10
pm.
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Sekil 4. 10. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubun,
radyasyondan sonraki 6. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus (asteriskler),
vezikiiller (siyah oklar). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif bliytikligii: 100X, 6lgek:10 pm.

Sekil 4. 11. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubun,
radyasyondan sonraki 24. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus
(asteriskler), vezikiiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin oklar), mikrontikleus (sar1
ok baslar1). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif bliytikliigii: 100X, 6lgek:10 um.
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4.2.1.2. Elektron Mikroskobik Bulgular

Sekil 4. 12. HT22 hiicrelerine uygulanan iyonize edici radyasyonun neden oldugu morfolojik
degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) Kontrol grubunun 6 saat sonundaki
morfolojisi (B) 2 Gy grubunun 6 saat sonundaki morfolojisi (C) 8 Gy grubunun 6 saat sonundaki
morfolojisi. Buyiitme 5000X, 6l¢cek: 5 pm.

HT22 hiicrelerinin elektron mikroskobik gortntiilerinde, kontrol grubunun 6kromatik
niikleusa sahip, hiicre membraninin, sitoplazmik organellerin normal ultrastriiktiirel yapida

hiicreler oldugu ve lamellipodia yapilarinin varligi gortlmistir (Sekil 4.124, Sekil 13-16).

Sekil 4.13. HT22 hiicrelerinin elektron mikroskobik olarak gortntiisii. (A) Kontrol grubundaki
hiicrelerin 6 saat sonundaki genel morfolojisi. Biiyiitme: 5000X, 6l¢ek 5 um. (B) kontrol grubunun
6 saat sonundaki normal yapidaki graniilli endoplazmik retikulumlarin (siyah oklar) ve
mitokondriyonlarin (siyah ok baslari) morfolojisi. Bliyiitme: 15000X, 6lcek: 2 pm. Normal
yapidaki niikleus (asteriskler) ve lamellipodia (sar1 oklar).
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Sekil 4.14. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu hiicreleri. Normal yapidaki niikleus (asteriskler),
lamellipodia (sar1 oklar). Biiytitme: 6000X, 6lgek: 5 um.

Sekil 4.15. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu hiicreleri. Normal yapidak niikleus (asterisk),
lamellipodia (sar1 oklar), graniillii endoplazmik retikulumlarin (siyah oklar), mitokondrionlar
(siyah ok baslar1). Blyiitme: 25000X, 6l¢cek: 1 pm.
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Sekil 4.16. HT22 hiicre hattinin kontrol grubu elektron mikroskobik goriintiisii. Niikleus
(asterisk), graniillii endoplazmik retikulumlar (siyah oklar), mitokondriyonlar (siyah ok baslari),
lizozomlar (kirmizi oklar). Biiyiitme: 25000X; 6l¢cek :1 um.

2 Gy radyasyon uygulanan grupta, radyasyondan 6 saat sonrasinda kontrole gore
vezikiillerde ve lizozomlarda artisa, yer yer farkl biiyiikliiklerde otofagozomlara ve hiicrenin

Oliime gittigini goOsteren izolasyon membranlarina rastlanmaktadir. Bunlarin yaninda

lamellipodia yapilarinin varliginin devam etmekte oldugu gozlenmistir (Sekil 4.12B, Sekil 17-21).

Sekil 4.17. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun neden oldugu morfolojik
degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) 2 Gy radyasyon grubunun 6 saat
sonundaki genel morfolojisi. Bliytitme: 5000X, 6l¢cek :5 pm. (B) 2 Gy radyasyon grubunun 6 saat
sonundaki lamellipodia (sar1 oklar) ve artis gdsteren vezikiillerin (mavi oklar) morfolojisi.
Biiylitme: 15000X, 6lgek :2 pm. Niikleus (asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar).
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Sekil 4.18. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asteriskler),
lamellipodia (sar1 oklar). Biiytitme: 5000X, 6lgek: 5 um.

¥2 pm «

Sekil 4.19. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk),
otofagozom (beyaz ok), normal yapidaki mitokondriyonlar (siyah ok baslari). Biliyiitme: 10000X,
Olgek: 2 um.
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Sekil 4.20. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Nukleus (asterisk), sayisi
artmis vezikiiller (mavi oklar) ve sayisi artmis lizozomlar (kirmizi oklar). Biiyiitme: 10000X,
Olgek: 2 um.

Sekil 4.21. HT22 hiicrelerine uygulanan 2 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk), izolasyon
membranlar (siyah kalin oklar). Biiylitme: 10000X, dlgek: 5 pm.
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8 Gy radyasyon uygulanan grupta ise 2 Gy’e gore vezikiillerde ve farkli biiyiikliiklerdeki
otofagozomlarda artisa, mitokondriyal matrikste sisme ve dejenerasyona, genislemis periniikleer
ve graniillii endoplazmik retikulum (GER) sisternalarina ve ¢ok sayida izolasyon membranlarina
rastlanmaktadir (Sekil 4.12C, Sekil 4. 22-31). Ayrica bu grupta, lamellipodialarin sayisinin belirgin
bir sekilde azaldig), sadece filopodialarin varligini korudugu gézlenmektedir (Sekil 4.12C, Sekil 4.
22-31). Bu bulgulara ilave olarak, 8 Gy radyasyon uygulanan grupta zaman ilerledikce

(radyasyondan 24 saat sonra) mikroniikleuslarda artis gozlenmistir (Sekil 4.26, Sekil 4.30).

Sekil 4.22. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun neden oldugu morfolojik
degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) 8 Gy radyasyon grubunun 6 saat
sonundaki morfolojisi. Biiylitme: 5000X, dlcek: 5 um. (B) Biiyiitme: 15000X, 6lgek: 2 pm. (C)
Biiytitme: 7500X, o6lcek: 0,5 pm. Niikleus (asteriskler), otofagozom (beyaz ok), dejenere
mitokondriyonlar (siyah ok baslari).
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Sekil 4.23. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gésterilmesi. Niikleus (asterisk), dejenere
mitokondriyonlar (siyah ok baslari), genislemis GER sisternalar (siyah oklar). Biiylitme:20000X,
Olgek: 2 um.

Sekil 4.24. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk),
genislemis GER sisternalari (siyah oklar). Biiylitme:12000X, 6lgek: 2 pm.
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Sekil 4.25. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 6 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk),
genislemis GER sisternalari (siyah oklar). Biiylitme:12000X, 6lgek: 2 pm.

Sekil 4.26. HT22 hiicrelerine uygulanan iyonize edici radyasyonun neden oldugu morfolojik
degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. (A) 8 Gy radyasyonun 24 saat sonundaki
morfolojisi. Bilylitme:5000X, 6l¢cek: 5 pum. (B) Biiylitme:15000X, 6l¢ek: 2 um. Niikleus (asteriskler),
izolasyon membranm1 (kalin siyah oklar), genislemis GER sisternalar1 (siyah oklar),
mikrontikleuslar (sar1 ok baslari).
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Sekil 4.27. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk), izolasyon
membranlari (kalin siyah oklar), Biiylitme:10000X, 6lgek: 2 um.

Sekil 4.28. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk), izolasyon
membranlari (kalin siyah oklar), filopodia (kalin beyaz ok). Biiyiitme: 10000X, dlgek: 2 pm.
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2

Sekil 4.29. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asteriskler),
genislemis GER sisternalar1 (siyah oklar), izolasyon memranlar1 (siyah kalin oklar).
Biiylitme:15000X, 6lcek: 2 um.

Sekil 4.30. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk),
genislemis GER sisternalar1 (siyah oklar), mikroniikleus (sar1 ok basi), lizozom (kirmiz1 ok),
vezikiiller (mavi ok). Blyiitme:15000X, 6l¢ek: 2 pm.
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Sekil 4.31. HT22 hiicrelerine uygulanan 8 Gy iyonize edici radyasyonun 24 saat sonundaki
morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asterisk), izolasyon
memranlari (siyah kalin oklar). Biiyiitme: 15000X, 6lgek: 2 pm.

4.2.2. Canli Kalan Hiicre Kolonisi Testi Bulgular:

HT22 hiicrelerine 2 ve 8 Gy iyonize edici radyasyon uygulandiktan sonra, zamana bagh
hayatta kalan hiicre sayilarini belirlemek amaciyla gercgeklestirilen ve basamak 1.2 kapsaminda
yapilan CKHKT sonuglarina gore, koloni sayilari radyasyon uygulanan gruplarda kontrole gore
azalmistir (P<0,001) (Sekil 4.32, Sekil 4.33, Tablo 4.2). 2 Gy radyasyon uygulanan gruplar (6 ve 24
saat) kendi icinde karsilastirildiginda, 2 Gy_24 saat grubunda koloni sayisinda bir artis gézlenmis
ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.32, Sekil 4.33, Tablo 4.2). 8 Gy
radyasyon uygulanan gruplar (6 ve 24 saat) kendi icinde karsilastirildiginda, 8 Gy_24 saat
grubunda koloni sayisinda bir azalma go6zlenmis ancak istatistiksel olarak bu azalma anlamh

degildir (Sekil 4.32, Sekil 4.33, Tablo 4.2).
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iyonize Edici Radyasyon Dozlari

Kontrol 2 Gy 2 Gy 8 Gy 8 Gy
24 saat 24 saat

Sekil 4.32. Kontrol, 2 ve 8 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin CKHKT
testi ile 6l¢lilen ve zamana baglh degisen koloni goriintiileri. %0,5’lik kristal violet.
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Kontrol 2Gy 6sa 2Gy _24sa 8Gy_6sa 8Gy_24sa

Koloni Sayisi

Doz (Gy)- Sure (sa)

Sekil 4. 33. Kontrol, 2 ve 8 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin CKHKT
testi sonucu 6lgtilen ve zamana baglh degisen koloni sayisi grafigi (n=24).

Tablo 4.2. Kontrol, 2 ve 8 Gy iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin canl
kalan hticre kolonisi testi ile 6l¢iilen ve zamana bagli degisen canli koloni sayilarinin ortalama ve
standart sapma (+SS) verileri (n= 24)

GRUPLAR Kontrol 2Gy_6saat 2 Gy_24saat 8Gy_6saat 8Gy_24 saat
ORTALAMA (£SS) 366,17+42,15 268,33+32,77 277,17+44,20 13,60+5,90 7,13¥4,71
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4.2.3. Akim Sitometrik Bulgular

HT22 hiicrelerine 2 ve 8 Gy iyonize edici radyasyon uygulama isleminden sonra, zamana
baglh hayatta kalan hiicrelerin tiim poptilasyona oranla ne kadarinin erken apoptotik hiicreler, ne
kadarinin geg¢ apoptotik hiicreler ve ne kadarinin nekrotik (61i) hiicre oldugunu ve bunun
belirlenmis olan 2 farkli zaman noktasinda nasil degistigini anlamak i¢in gergeklestirilen akim
sitometrik analizler sonucunda, kontrole gore, 2 Gy ve 8 Gy radyasyon uygulamasindan 6 saat
sonra hem erken hem de ge¢ apoptozda ve nekrozda bir artis gézlenmis, bu artis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0,001) (Sekil 4.34-37). 2 Gy radyasyon uygulanan gruplarin
zamana bagh alt gruplan kendi i¢inde karsilastirildiginda, hiicrelerdeki nekroz orani, 24 saat
sonunda 6 saate gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalmistir (P<0,001) (Sekil 4.36, Sekil
4.37). Erken apoptoz ve ge¢ apoptozdaki azalma anlamli bulunmamistir (Sekil 4.34, Sekil 4.35,
Sekil 4.37). 8 Gy radyasyon uygulan gruplar kendi i¢inde karsilastirildiginda ise hiicrelerdeki
erken ve ge¢ apoptozda, 6 saate gore 24 saat sonunda bir azalma (P<0,001) (Sekil 4.34, Sekil 4.35,
Sekil 4.37); nekrozda ise artis gozlenmis(P<0,001) (Sekil 4.36, Sekil 4.37) ve bu sonuclarin

istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.

Erken Apoptozis _ Annexin+/PI-

15 p<0.001
F=16.49
€12
o
(@]
c 9
o
Y
8 6
b=
g p<0.0001
o 3
X p<0.00001
0
Kontrol 2 Gy_6sa 2 Gy_24sa 8 Gy_6sa 8 Gy_24sa

Sekil 4.34. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan ve erken apoptoza ugrayan HT22 hiicrelerinin tiim popiilasyona oraninin
gosterilmesi (n=4).
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Geg Apoptozis _ Annexin+/Pl+
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Sekil 4.35. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan ve ge¢ apoptoza ugrayan HT22 hiicrelerinin tiim popiilasyona oraninin
gosterilmesi (n=4).

Nekrozis _ Annexin-/Pl+

p<0.00001
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§ P=0.03
o6 [
c
(=]
Y
o
3
§ 3 p<0.000001 p<0.001 p<0.0001
X [
0 ﬁ
Kontrol 2 Gy_6sa 2 Gy_24sa 8 Gy_6sa 8 Gy_24sa

Sekil 4.36. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan ve nekroza ugrayan HT22 hiicrelerinin tiim popiilasyona oraninin
gosterilmesi (n=4).
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Sekil 4.37. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan gruplarin erken, ge¢ apoptoz ve nekroza ugrayan HT22 hiicrelerinin
popiilasyon oranlarinin gosterilmesi. Isaretlenmemis hiicreler (A), Kontrol (B), 2 Gy_6 sa (C), 2

Gy_24 sa (D), 8 Gy_6 sa (E), 8 Gy_24 sa (F). (n=4).

4.2.4. tRNA izolasyon ve Gen Ekspresyon Analizi Bulgulari

4.2.4.1. tRNA Miktar ve Saflik Bulgulari

Kontrol, 2 Gy (6 saat ve 24 saat) ve 8 Gy (6 saat ve 24 saat) radyasyon islemi

uygulamasindan sonra, hedef genlerin ekspresyon analizlerini ger¢eklestirebilmek amaciyla elde

edilen tRNA'larin 6ncelikle miktar ve saflik tayini yapilmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Kontrol, 2 Gy (6 saat ve 24 saat sonunda) ve 8 Gy (6 saat ve 24 saat sonunda)
radyasyon uygulamasindan sonra gruplardan elde edilen tRNA miktar ve saflik tayini
(ortalama #SS) (n=4)

Gruplar tRNA (ng/pl) A260/280 A260/230
Kontrol 542,875+199,90 2,08+0,004 1,84+0,43
2Gy_6 saat (RAD1) 851,35+105,21 2,10+0,007 2,140,12
2Gy_24 saat (RAD2) 1092,275+81,91 2,10+0,004 2,10+0,40
8Gy_6saat (RAD3) 845+287,40 2,09+0,008 2,06+0,11
8Gy_24 saat (RAD4) 986,9+123,87 2,10+0,013 2,07+0,10

4.2.4.2. Gen Ekspresyon Analizi Bulgulari

Nrf2 mRNA ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla, sadece 8 Gy
radyasyondan 24 saat sonraki artisin anlamli diizeyde oldugu gériilmiistiir (P<0,001) (Sekil 4.38).
2 ve 8 Gy radyasyon gruplar1 kendi i¢lerinde karsilastirildiginda, 6 saat sonundaki ekspresyon

diizeylerine gore 24 saat sonundaki artis istatistiksel olarak anlaml degildir. (Sekil 4.38).

% p=0.027
Ner mRNA F=3.72
2,5
p=0.0016
I
2 p>0.05
r
E 15
P
%0
D
(=]
S 1
0,5
0
Kontrol 2 Gy_6sa 2 Gy_24sa 8 Gy_6sa 8 Gy_24sa
Doz (Gy) Zaman (sa)

Sekil 4. 38. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Nrf2Z mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4).*3

3 *Nrf2, Grn, Bdnfve Dusp22 mRNA ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda kullanilan grafiklerin sag tist
késesindeki p ve F degerleri, Oneway ANOVA testi anlamlilik ve fonksiyon degerlerini vermektedir. Barlar
arasindaki ¢ubuklar ve p degerleri, ilgili gruplar arasindaki LSD post-hoc testi anlamlilik degerlerini
gostermektedir (Sekil 4.38-41).
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Grn mRNA ekspresyon diizeylerindeki artisin, kontrol grubuna kiyasla, sadece 8 Gy
radyasyondan 24 saat sonraki grupta anlamli diizeyde oldugu goriilmiistiir (P<0,001) (Sekil 4.39).
2 Gy radyasyon alan gruplar kendi iclerinde karsilastirildiginda, 6 saat sonundaki ekspresyon
diizeylerine gore 24 saat sonundaki azalma istatistiksel olarak anlamli degildir. Benzer sekilde, 8
Gy radyasyon alan gruplar kendi iclerinde karsilastirildiginda, 6 saat sonundaki ekspresyon

diizeylerine gore 24 saat sonundaki artis istatistiksel olarak anlaml degildir (Sekil 4.39).

p=0.0023
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p<0.001
' 0.016 '
p=0.
1,5
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)%D 1
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X
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0
Kontrol 2 Gy_6sa 2 Gy_24sa 8 Gy_6sa 8 Gy_24sa

Doz (Gy) Zaman (sa)

Sekil 4. 39. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Grn mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi. (n=4).

Bdnf mRNA ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla, 2 ve 8 Gy radyasyon
uygulandiktan 6 saat sonra istatistiksel olarak anlaml diizeyde doza bagl bir azalmaya yol agtig
gozlenmistir (sirasiyla P=0,011 ve P<0,001) (Sekil 4.40). 2 ve 8 Gy radyasyon alan gruplar kendi
iclerinde ayr1 ayri karsilastirildiginda, sadece 8 Gy radyasyon uygulanan grupta 24 saat sonundaki

artis istatistiksel olarak anlaml bulunmustur (P<0,001) (Sekil 4.40).
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Sekil 4. 40. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Bdnf mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi. (n=4).

Dusp22 mRNA ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamh tek farkhlik, kontrol
grubuna kiyasla 8 Gy radyasyon verildikten sonra 24 saat beklenen grupta, artis yoniinde
gorulmustiir (P<0,001) (Sekil 4.41). Ayrica, 8 Gy radyasyona maruz kalan gruplar kendi i¢clerinde
karsilastirildiginda, 6 saat sonundaki ekspresyon diizeylerine gore 24 saat sonundaki artis da

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,05) (Sekil 4.41).

Dusp22 mRNA p<0.001

F=10.805
2,5
p<0.001
2 r
p>0.05
— Ll
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2
® p>0.05
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0,5
0
Kontrol 2 Gy_6sa 2 Gy_24sa 8 Gy_6sa 8 Gy_24sa
Doz (Gy) Zaman (sa)

Sekil 4.41. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin DuspZ22 mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4).
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C90rf72 mRNA ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla, 2 ve 8 Gy gruplarinda iyonize
edici radyasyon uygulamasindan 6 saat sonra anlamli bir degisim olmadig1 goriilmiistiir. 2 Gy doz
radyasyondan 24 saat sonra ekspresyonun kontrol ve 6 saat gruplarina gére anlaml bicimde
arttif1 tespit edilmistir (sirasiyla P=0,021, P= 0,008) (Sekil 4.42). 8 Gy radyasyon alt gruplari
karsilastirildiginda 24 saat sonundaki artisin 6 saate gére anlaml oldugu bulunmustur (P=0,02)

(Sekil 4.42).
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Sekil 4. 42. Kontrol, 2 (6 sa ve 24 sa sonunda) ve 8 (6 sa ve 24 sa sonunda) Gy iyonize radyasyon
dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin C90rf72 mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi.
(n=4).*4

4.3. Basamak 2.1 Bulgulan

4.3.1. Canli Kalan Hiicre Kolonisi Testi Bulgulari

Bu basamaktaki deneyler, 2 farkhi seferde gerceklestirilmis ve deneylerde birgok farkh
kombinasyonda makrofaj medyasi kullanilmistir (Sekil 3.6). Bu nedenle, karisiklik olusturmamasi
acisindan bu basamaktaki gruplar A ve B olarak alt gruplara ayrilmistir. Yani, ilk seferde
gerceklestirilen ve Sekil 3.6A’da 6zetlenmis olan gruplardan bahsedilirken grup (G) yanina A harfi

konulmus, Sekil 3.6B’deki gruplardan bahsedilirken G’'nin yanina B harfi konulmustur.

Iyonize edici radyasyon tedavisinde kullanilan makrofaj medyasinin (KM) siirelerinin ve
radyasyon oOncesi ve/veya sonrasindaki kombinasyonlarinin test edilmesi amaciyla

gerceklestirilmis olan CKHKT sonuglarindaki canli kalan koloni oranlari verileri incelendiginde,

4 *C9orf72 mRNA ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasinda kullanilan grafigin sag iist késesindeki p
degeri, Kruskal-Wallis testi anlamlilik degerini géstermektedir. Box-Plot barlari arasindaki ¢ubuklar ve p
degerleri, ilgili gruplar arasindaki Bonferroni post-hoc testi anlamlilik degerlerini gostermektedir.
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kontrole (G1-A) gore sham (G2-A) hari¢ tiim gruplarda istatistiksel olarak anlaml bir azalma
gozlenmistir (P<0,001) (Sekil 4.43, Sekil 4.44, Tablo 4.4). Bunun yaninda, diger gruplarin
radyasyon verilme islemi siiresi boyunca, steril bir sekilde inkiibator disinda tutulan sham
grubundaki (G2-A) kontrole (G1-A) gore olan azalma, istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir
(Sekil 4.43, Sekil 4.44, Tablo 4.4). Sadece radyasyon verilen gruba (G3-A) gore tek tek diger tedavi
gruplari karsilastirildiginda, G5-A, G7-A ve G10-A gruplarindaki artisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu gorilmustiir (Sekil 4.43, Sekil 4.44, Tablo 4.4).

Sekil 4.43. lyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin CKHKT testi ile él¢iilen
ve Sekil 3.4A’da 6zetlenen makrofaj mediasi kombinasyonlari ile tedavi edilen HT22 hiicrelerinin
CKHKT testi sonucu 6lgiilen canli kalan kolonileri. (A) G1-A, (B) G2-A, (C) G3-A, (D) G4-A, (E) G5-
A, (F) G6-A, (G) G7-A, (H) G8-A, (I) G9-A, (J) G10-A, (K) G11-A, %0,5'1ik kristal violet.
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Sekil 4. 44. Iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Sekil 3.6A’daki gruplar
arasindaki CKHKT testi sonucu 6l¢iilen yiizde canli kalan koloni orani grafigi. Grup (G), radyasyon
(Rad), makrofaj medyasi (Mak), saat (s). (n=12).
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Tablo 4.4. Iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan ve Sekil 3.4A’da 6zetlenen makrofaj
mediasi kombinasyonlart ile tedavi edilen HT22 hiicrelerinin CKHKT testi sonucu dlgiilen canl
kalan koloni sayilarinin ortalama ve standart sapma (%SS) verileri (n=12)

G1-A G2-A G3-A G4-A G5-A G6-A G7-A G8-A G9-A G10-A G11-A

ORTALAMA 311,00 280,91 20,42 13,92 46,25 12,25 28,08 23,25 14,25 61,67 12,50
(%SS) +78,86 +59,28 +4,87 +8,02 +7,32 +5,56 +7,58 +6,12 +7,33 +17,59 +8,50

Gruplari Sekil 3.6A’da 6zetlenen CKHKT’deki canli kalan koloni oranlarinin sonuglarina
gore gerceklestirilmis olan (Sekil 3.64, Sekil 4.43, Sekil 4.44) ve gruplarn Sekil 3.6B’de 6zetlenen
deneylerin CKHKT sonuclar1 incelendiginde; kontrol grubuna goére (G1-B) tiim radyasyon
gruplarinin (G3-B, G4-B, G6-B, G8-B, G10-B) canl kalan koloni oranlarinin anlaml bir sekilde
azaldig1 goriilmiistir (P<0,001) (Sekil 4.45, Sekil 4.46, Tablo 4.5). Diger gruplarin radyasyon
verilme islemi siiresi boyunca, steril bir sekilde inkiibator disinda tutulan sham grubundaki (G2-
B) kontrole (G1-B) gore olan azalma, istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (Sekil 4.45, Sekil
4.46). Bunun yaninda, kontrol grubuna (G1-B) gore, radyasyon uygulanmayan makrofaj medya
kombinasyonlarinin sham gruplarindaki (G5-B ve G7-B) artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gozlenmistir (P<0,001) (Sekil 4.45, Sekil 4.46). Sadece iyonize edici radyasyon uygulanan gruba
gore (G3-B), G6-B’deki artis, istatistiksel olarak anlamlilik gostermistir (P<0,001) (Sekil 4.45, Sekil
4.46).

Sekil 4.45. iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin CKHKT testi ile dl¢iilen
ve Sekil 3.4B’ de 6zetlenen makrofaj mediasi kombinasyonlari ile tedavi edilen HT22 hiicrelerinin
CKHKT testi sonucu 6lgiilen canl kalan kolonileri. (A) G1-B, (B) G2-B, (C) G3-B, (D) G4-B, (E) G5-
B, (F) G6-B, (G) G7-B, (H) G8-B, (I) G9-B, (J) G10-B, (K) G11-B, %0,5’lik kristal violet.
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Sekil 4. 46. Iyonize radyasyon dozlarina maruz kalan HT22 hiicrelerinin Sekil 3.6B’deki gruplar
arasindaki CKHKT testi sonucu 6l¢iilen yiizde canli kalan koloni orani grafigi. Grup (G), radyasyon
(Rad), makrofaj medyasi (Mak), saat (s). (n=12).

Tablo 4.5. lyonize radyasyon dozlarina maruz kalan ve Sekil 3.4B’de dzetlenen makrofaj
medias1 kombinasyonlari ile tedavi edilen HT22 hiicrelerinin CKHKT testi sonucu 6l¢tilen canl
kalan koloni sayilarinin ortalama ve standart sapma verileri (n=12)

Gruplar G1-B G2-B G3-B G4-B G5-B G6-B G7-B G8-B G9-B G10-B G11-B
ORTALAMA 232,42 228 10,08 13,75 275,67 17,33 265,33 2,56 45,86 6,5 34
(SS) +35,37 +45,88 +3,37 +4,07 +16,10 +4,15 +15,41 *1,74 +13,2 *1,74 +9,85

4.4. Basamak 2.2 Bulgulan

4.4.1. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi Bulgular:
Bu basamakta, diger gruplara radyasyon verilme islemi siiresi boyunca, steril bir sekilde

inkiibator disinda tutulan sham grubu olusturulmamistir. Clinkii CKHKT sonuclarinda, kontrol ile

arasinda istatistiksel bir fark olmadig1 gériilmiistiir. Bu basamakta radyasyona karsi tedavi
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olusturmay1 amacglayan (KM igeren) gruplarin radyasyon verilmeyen, sadece KM iceren sham

gruplari olusturulmustur.

120 saat boyunca gerceklestirilen, gercek zamanli hiicre analiz verilerine gore, KM verilen
gruplarin sham gruplarindan olan G4 ve G6’nin, zamana bagh hiicre endeksinin kontrol grubuna
(G1) benzer bir davranis sergiledigi gézlenmistir. Fakat, G8 ve G10 gruplarinin hiicre endeksi ile
belirlenen boliinme hizlar1 kontrol grubunun (G1) ciddi diizeyde gerisinde kalmaktadir(Sekil 4.

47).
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Sekil 4.47. Tiim gruplarin (G1-G10) zamana bagh (120 saat) gerceklestirilen hiicre indeks egrisi
(n=4).

Kontrol grubuna (G1) gore gruplar karsilastirildiginda, radyasyon (G2), radyasyondan
once 24 saat KM ile muamele edilip radyasyondan hemen sonra 24 saat KM uygulanan grup (G3)
ve radyasyondan dnce 24 saat KM uygulanip radyasyondan 24 saat sonra KM uygulanan grubun
(G5) zamana bagli hiicre indeks egrilerinin anlamh diizeyde azaldig1 gorilmiistiir (Sekil 4.48A).
Diger taraftan, radyasyon grubuna (G2) gore gruplar karsilastirildiginda ise radyasyondan 6nce
24 saat KM ile muamele edilip radyasyondan hemen sonra 24 saat KM uygulanan grubun sham
grubu (G4), radyasyondan dnce 24 saat KM uygulanip radyasyondan 24 saat sonra KM uygulanan
grup (G5) ve radyasyondan 6nce 24 saat KM uygulanip radyasyondan 24 saat sonra KM uygulanan
grubun sham grubunun (G6) anlamli diizeyde artis gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.48B).
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Sekil 4.48. Zamana bagh (120 saat) gerceklestirilen hiicre indeks egrisi. (A) G1, G2, G3 ve G5
gruplarinin zamana bagl hiicre indeks egrisi (B) G2, G3, G4, G5 ve G6 gruplarinin zamana bagh

hiicre indeks egrisi (n=4).

120 saatlik hiicre indeksi verilerine gore G2, G3 ve G5’in boliinme hizlar incelendiginde
(Sekil 4.49A), 36. ve 72. saatler arasinda, G2’'nin 36 saat boyunca sabit bir hiicre sayisinda kaldigi,
G3 ve G5 gruplarinin 42. saate kadar sabit ve birbirlerine denk bir hizda ilerledigi, fakat 42. saatten
sonra G5 grubu hiicre boliinme davranisinin 72. saate kadar diger iki gruptan dikkat gekici
bicimde ve istatistiksel olarak da anlaml bir artis sergiledigi gozlenmistir (Sekil 4.49B). 48 ve 72.
saatler arasinda G5 grubu hiicrelerinin béliinme davranislarinin olusturdugu biliylime ¢izgisinin

kontrol grubuna benzer oldugu gézlenmistir (Sekil 4.50).
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0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 72 84 90 96 102 108 114 120 36 12 48 54 60 72
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Sekil 4. 49. G2, G3 ve G5 gruplarinin zamana bagl hiicre indeks egrisi. (A) G2, G3 ve G5 gruplarinin
0- 120 saatleri arasindaki hiicre indeks egrisi (B) G2, G3 ve G5 gruplarinin 36-72 saatleri
arasindaki hiicre indeks egrisi (n=4).
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Sekil 4. 50. G1, G2, G3 ve G5 gruplarinin 36-72 saatleri arasindaki hiicre indeks egrisi. (n=4).
4.5. Basamak 2.3 Bulgularn

Bu basamakta, bir énceki basamaklardan elde edilen sonuglar dogrultusunda (Basamak
2.1 ve Basamak 2.2) nihai deneyleri ger¢eklestirebilmek amaciyla HT22 hiicrelerine uygulanan 8
Gy radyasyonu tedavi etmek icin en basarili grup olarak; radyasyondan 6nce 24 saat KM ile
muamele edilip radyasyondan 24 saat sonra KM uygulanan grup olan G5 (hiicre canlilik indeksi
verilerine gore; CKHKT sonuglarina gore G6-B) belirlenmistir. Tedavi grubunun potansiyel onarici

etkileri iki farkl1 zaman noktasinda (48 ve 72. saat) degerlendirilmistir.
4.5.1. Morfolojik Bulgular
4.5.1.1. Isik Mikroskobik Bulgular

HT22 hiicrelerinin 2 pm kalinhigindaki kesitlerinin toluidin mavisi ile boyanmis 1s1k
mikroskobik goriintiilerinde, kontrol grubunda o6kromatik niikleusa, belirgin ve c¢ok sayida

niikleolusa ve lamellipodialara sahip olan hiicrelere rastlanmistir. (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun 1sik mikroskobik morfolojik goriintiisii.
%0,1’lik toluidin mavisi; objektif biiylitmesi: Normal yapida niikleus (asteriskler), lamellipodia
(sar1 oklar), niikleolus (N). Objektif buiytikliigii:100X; 6lcek:10 pum.

8 Gy radyasyon uygulanan gruplarda radyasyondan sonra 48. saatteki morfolojik
goruntiilerde, hiicrelerin lamellipodia yapilarin1 kaybettigi ve vezikiile sahip hiicre sayilarinda
artis oldugu, hiicrelerde izolasyon membranlarinin ve mikroniikleuslarin varligi gériilmus, ayrica

dev polimorfoniikleer hiicreler tespit edilmistir (Sekil 4. 52-55).
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Sekil 4. 52. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 1s1k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus (asteriskler),
vezikiiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok), dev polimorfontikleer hiicre (siyah
yildiz). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif biiytikliigii: 100X, 6l¢ek:10 pm.

F;

Sekil 4. 53. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus (asteriskler),
vezikiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok), mikroniikleus (sar1 ok basi).
%0,1°lik toluidin mavisi; objektif biiyiikligi: 100X, 6l¢ek:10 pm.
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Sekil 4. 54. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus (asteriskler),
vezikiiller (siyah oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok), mikroniikleus (sar1 ok basi).
%0,1’lik toluidin mavisi; objektif bliyiikliigii: 100X, 6lcek:10 pm.

Sekil 4. 55. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonra 48. saatindeki 151k mikroskobik morfolojik goriintiisii. Niikleus (asteriskler),
apoptotoik hiicreler (A). %0,1'lik toluidin mavisi; objektif bliytikligii:100X, 6lgek:10 pm.
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Iyonize edici radyasyon uygulanmayip sadece KM ile muamele edilen sham grubundaki
hiicrelerin genel morfolojisinin normal yapida oldugu ve kontrol grubundaki kadar yer yer
vezikilleri bulunan hiicrelere sahip oldugu gorilmiistiir. Ancak, bu gruptaki hiicrelerin

lamellipodia yapilarini kaybettigi de tespit edilmistir (Sekil 4. 56).

'; N
A

Sekil 4. 56. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyon uygulanmayip sadece KM ile
muamele edilen sham grubunun 48. saatindeki 1s1k mikroskobik morfolojik goriintiist. Niikleus
(asteriskler), vezikiiller (siyah oklar). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif biiytikliigii: 100X; 6lcek:10
pm.

Bir 6nceki basamaklardan (Basamak 2.1 ve Basamak 2.2) elde edilen verilerin neticesinde,
tedavi grubu olarak belirledigimiz grupta 48. saatteki morfolojik goriintiiler incelendiginde,
hiicrelerdeki vezikiillerin biiyiikliigiinde ve mikroniikleusa sahip hiicre sayisinda azalma
goriilmiistiir. Ancak, bu grupta, radyasyon ve sham grubundaki hiicrelere benzer sekilde,
hiicrelerin ¢ogunlugunda lamellipodia yapilarinin olmadig: tespit edilmistir (Sekil 4.57, Sekil

4.58).
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Sekil 4. 57. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojik degisikliklerin 151k mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asteriskler),
sayisli azalma gosteren izolasyon membrani (siyah kalin ok) ve sayisi azalma gosteren
mikroniikleuslar (sar1 ok baslari). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif buiytikltigi: 100X; 6lgek:10um.

Sekil 4. 58. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojik degisikliklerin 151k mikroskobik olarak gosterilmesi. Niikleus (asteriskler),
sayisi azalma gosteren veziktller (siyah oklar). %0,1’lik toluidin mavisi; objektif biiyiikliigii: 100X;
Olgek:10 pum.
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4.5.1.2. Elektron Mikroskobik Bulgular

HT22 hiicrelerinin elektron mikroskobik goriintiileri incelendiginde, kontrol grubunun

normal ultrastriiktiirel yapida oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.59-61).

Sekil 4. 59. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Normal yapidaki niikleus (asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar). Bliyiitme: 5000X, 6l¢ek: 5 um.
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Sekil 4. 60. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Normal yapidaki niikleus (asteriskler), lamellipodia (sar1 oklar). Blyiitme: 10000X, 6lgek: 2 um.

Sekil 4. 61. HT22 hiicre hattinin kontrol grubunun elektron mikroskobik olarak gosterilmesi.
Normal yapidaki niikleus (asterisk), mitokondriyonlar (siyah ok baslari). Biiyiitme: 20000X,
Olgek: 1 um.
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Hiicrelerin 8 Gy iyonize edici radyasyon uygulanmasi isleminden 48 saat sonraki elektron
mikroskobik goruntiilerinde, bir¢ok hiicrede filopodialarin varligini korudugu gorilmiistiir.
Bununla birlikte, lamellipodialarin sayisinda belirgin bir azalmaya, farkli biiytkliiklerdeki ¢ok
sayida otofagozomlara, mitokondriyal matrikste sisme ve dejenerasyona, genislemis GER
sisternalarina, ¢ok sayida izolasyon membranlarina ve mikroniikleusa rastlanmaktadir (Sekil 4.

62-65).

Sekil 4.62. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak
gosterilmesi. Nukleuslar (asteriskler), sayisi artmis mikroniikleuslar (sar1 ok baslar), filopodialar
(kalin beyaz oklar), izolasyon membrani (siyah kalin ok), sayis1 artmis vezikiiller (mavi oklar).
Biiytitme: 5000X, olgek: 5 um.
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Sekil 4.63. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak
gosterilmesi. Niikleus (asteriskler), sayisi artmis vezikiiller (mavi oklar) ve sayis1 artmis
otofagozomlar (beyaz oklar). Bliyiitme: 5000X, 6l¢ek: 5 um.

Sekil 4.64. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gdsterilmesi.
Biiytitme:5000X, 6lcek: 5 pm.
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Sekil 4.65. HT22 hiicre hattinin 8 Gy iyonize edici radyasyona maruz kalan grubunun,
radyasyondan sonraki 48. saatindeki bozulmus kromozom morfolojisinin (kirmiz1 asteriskler)
elektron mikroskobik olarak gdsterilmesi. Biiyiitme: 15000X, 6l¢ek: 2 um.

8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin KM ile tedavi edilen
grubunun 48. saatindeki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak incelenmesi
sonucunda elde edilen goriintiilerde, hiicrelerin lamellipodia yapilarini kontrol grubundaki kadar
iyi koruyamadig), ancak mitokondriyal matriksteki sisme ve dejenerasyonda, genislemis GER
sisternalarinin, izolasyon membranlarinin ve mikroniikleuslarin sayisinda azalma oldugu tespit

edilmistir (Sekil 4.66-73).
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Sekil 4.66. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Biiylitme: 5000X, 6l¢ek: 5
pm.

Sekil 4.67. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Biiylitme: 5000X, 6l¢cek: 5
pm.
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Sekil 4.68. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Biiylitme: 5000X, 6l¢ek: 5
pm.

Sekil 4.69. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Biiylitme: 5000X, 6l¢cek: 5
pm.
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Sekil 4.70. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Biiylitme: 15000X, ol¢ek: 2
pm.

Sekil 4.71. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojik degisikliklerin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Normal yapidaki
niikleus (asterisk), mitokondriyonlar (siyah ok baslar1). Biiyiitme: 15000X, 6l¢cek: 2 um.
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Sekil 4.72. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Biiylitme: 10000X, ol¢ek: 2
pm.

Sekil 4.73. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin tedavi grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gdsterilmesi. Biiylitme: 15000X, ol¢ek: 2
pm.
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Sekil 4.74. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin sham grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gosterilmesi. Biiylitme: 5000X, 6l¢ek: 5
pm.

Sekil 4.75. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin sham grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gdsterilmesi. Biiylitme: 15000X, ol¢ek: 2
pm.
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Sekil 4.76. 8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin sham grubunun 48.
saattindeki morfolojisinin elektron mikroskobik olarak gdsterilmesi. Biiylitme: 15000X, ol¢ek: 2
pm.

4.5.2 Akim Sitometrik Bulgular

HT22 hiicrelerine 8 Gy iyonize edici radyasyon uygulama isleminden sonra,
radyasyonun etkilerini ve tedavi grubu olarak belirlemis oldugumuz grubun basarisini incelemek
amaciyla gergeklestirdigimiz testlerden biri olan akim sitometrik yontem ile zamana bagh hayatta
kalan hiicrelerin tiim popiilasyona oranla ne kadarinin erken apoptoza, ne kadarinin sekonder
apoptoza ve ne kadarinin da nekroza gittigini belirledik. Buna gore, erken apoptoz verileri
incelendiginde, 48. saatteki kontrole gore 48. saatteki radyasyon ve tedavi gruplarindaki artis ve
sham grubundaki azalma istatistiksel olarak anlaml degildir. Dahasi, 48. saatteki radyasyon
grubuna gore tedavi grubundaki azalma da istatistiksel olarak anlaml bulunmamistir (Sekil 4.77,
Sekil 4.80). Ancak, 48. ve 72. saatteki kontrollere gore 72. saatteki radyasyon grubunda erken
apoptozdaki artis istatistiksel olarak anlamhdir (P <0,001) (Sekil 4.77, Sekil 4.80). 72. saatteki
kontrole gore sham grubundaki artis anlaml degil iken, radyasyon grubuna gore tedavi

grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P <0,001) (Sekil 4.77, Sekil 4.80).
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Sekil 4.77. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat ve 72.
saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda popiilasyondaki erken apoptoz yiizdesi. (n=6).

Zamana bagh degisen gruplar arasi ge¢ apoptoz verileri incelendiginde, 48. saatteki
kontrole gore radyasyondaki artis ve sham grubundaki azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur (sirasiyla P=0,002, P=0,014) (Sekil 4. 78, Sekil 4.80). Dahasi, 48. saatteki radyasyon
grubuna gore tedavi grubundaki azalma da istatistiksel olarak anlamlilhik goéstermektedir
(P=0,034) (Sekil 4. 78, Sekil 4.80). 72. saatteki kontrole gore radyasyon grubundaki artisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu tespit edilmistir (P <0,001) (Sekil 4.78, Sekil 4.80). Ayrica, 72.
saatteki kontrole gére sham grubundaki artis istatistiksel olarak anlaml degil iken, radyasyon

grubuna gore tedavi grubundaki azalma anlamli bulunmustur (P=0,035) (Sekil 4.78, Sekil 4.80).
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Sekil 4.78. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat ve 72.
saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda poptilasyondaki ge¢ apoptoz yiizdesi. (n=6).

Gruplar arasindaki zamana gore degisen nekroz verileri incelendiginde ise, 48. saatteki
kontrole gore radyasyondaki artis ve sham grubundaki azalma istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. 48. saatteki radyasyon grubuna gore, tedavi grubundaki azalma da istatistiksel
olarak anlamh degildir (Sekil 4.79, Sekil 4.80). 72. saatteki kontrole gore, radyasyondaki artis
istatistiksel olarak anlamliyken (P <0,001) sham grubundaki azalma anlamli bulunmamistir (Sekil
4.79, Sekil 4.80). 72. saatteki radyasyon grubuna gore, tedavi grubundaki azalma istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P=0, 009) (Sekil 4.79, Sekil 4.80).
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Sekil 4.79. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat ve 72.
saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda popiilasyondaki nekrozis yiizdesi. (n=6).
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Sekil 4.80. Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (48. saat ve 72.
saat) ve tedavi (48. saat ve 72. saat) gruplarinda popiilasyondaki erken, ge¢ apoptoz ve nekroz
ylizdelerinin dagiliminin gosterilmesi. Isaretlenmemis hiicreler_48. saat (A), isaretlenmemis
hiicreler_72. saat (F), kontrol_48. saat (B), kontrol_72. saat (G), 8 Gy radyasyon_48. saat (C), 8 Gy
radyasyon_72. saat (H), sham_48. saat (D), sham_72. saat (I), tedavi_48. saat (E), tedavi_72. saat

(0)- (n=6).

4.5.3. tRNA izolasyon ve Gen Ekspresyon Analizi Bulgular:

4.5.3.1. tRNA Miktar ve Saflik Bulgulari

Kontrol (48. saat ve 72. saat), 8 Gy (Rad_48. saat ve 72. saat), sham (Sham_48. saat ve 72.

Saat) ve tedavi (Ted_48. saat ve 72. saat) gruplarinda, hedef genlerin ekspresyon analizlerini

gerceklestirebilmek amaciyla elde edilen tRNA'larin miktar ve saflik tayini yapilmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Kontrol (48. ve 72. saat sonunda), 8 Gy (Radyasyon 48. ve 72. saat sonunda) Sham
(48. ve 72. saat sonunda) ve Tedavi (48. ve 72. saat sonunda) elde edilen tRNA miktar ve saflik
tayini (n=4)

Gruplar

Kontrol
Grubu
Radyasyo
Grubu
Sham
Grubu
Tedavi
Grubu

48. saat
(ortalama #SS)
tRNA (ng/pl) A260/280
79,23+£21,8 2,08+0,003
94,98+32,89 2,07+0,004
225,70+125,12 2,08+0,002
155,13+85,15 2,07+0,004

A260/230

2,265%0,30

2,26+0,44

2,32+0,12
2,2875+0,1

1

72. saat
(ortalama #SS)
tRNA (ng/nl) A260/28
0

123,05+85,23 2,07+0,002
42,78+18,71 1,96+0,007

189,65+68,20 2,09+£0,005
105,15+29,36 1,98+0,004

A260/23
0

2,2140,15
1,87+0,03
2,32+0,08

2,04+0,10
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4.5.3.2. Gen Ekspresyon Analizi Bulgulari

Nrf2 mRNA ekspresyonu incelendiginde, 48. saatteki kontrol grubuna kiyasla, radyasyon
ve sham gruplarinda anlamh diizeyde artis oldugu goézlenmistir (sirasiyla P=0,020, P<0,001)
(Sekil 4.81) ancak, 48. saatte radyasyon grubuna gore tedavi grubundaki azalma anlamh
bulunmamistir. 72. saatteki Nrf2 mRNA ekspresyonu incelendiginde ise 48. saatteki kontrol
grubuna kiyasla, 72. saatteki radyasyon, sham ve tedavi gruplarinda anlamli diizeyde artis oldugu
tespit edilmistir (sirasiyla P<0,001, P<0,001, P=0,001) (Sekil 4.81) fakat, ancak, 72. saatte

radyasyon grubuna gore tedavi grubundaki azalma anlamlilik géstermemektedir (Sekil 4.81).

Nrf2 mRNA

N
1w

Kat Degisimi
e =
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Sekil 4. 81. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve sham
(makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy radyasyonun makrofaj
medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda) gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki Nrf2
mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi. (n=4).

Grn mRNA ekspresyonu incelendiginde, 48. saatteki kontrol grubuna kiyasla, radyasyon
grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunurken (P<0,001), sham grubundaki artis
anlamh degildir (Sekil 4.82). Ayrica, 48. saatteki radyasyon ve tedavi grubu arasinda da
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir (Sekil 4.82). 72. saatteki kontrol grubuna gore,
radyasyon grubundaki artis istatistiksel olarak anlamlilik géstermektedir (P=0,002) (Sekil 4.82).
Ancak, 72. saatteki radyasyon grubuna gére tedavi grubundaki artis ise istatistiksel olarak anlaml

degildir (Sekil 4.82).
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Grn mRNA
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Sekil 4. 82. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve Sham
(makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy radyasyonun makrofaj
mediasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda) gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki Grn
mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi. (n=4).

Bdnf mRNA ekspresyonu incelendiginde, 48. saatteki kontrol grubu ile radyasyon grubu
arasinda istatistiksel olarak bir fark gozlenmezken, kontrole gore sham grubundaki azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001) (Sekil 4.83). 48. saatte radyasyon ile tedavi
grubu arasinda ise istatistiksel olarak bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.83). 72. saatteki kontrol
grubuna gore, radyasyon ve sham grubundaki artis istatistiksel olarak anlamlilik géstermektedir
(swrasiyla P<0,001 ve P=0,002) (Sekil 4.83). 72. saatteki radyasyon grubuna gore tedavi

grubundaki azalma ise istatistiksel olarak anlamli degildir (Sekil 4.83).
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Bdnf mRNA
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Sekil 4. 83. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve sham
(makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy radyasyonun makrofaj
medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda) gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki Bdnf
mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi. (n=4).

Dusp22 mRNA ekspresyonu incelendiginde ise 48. saatteki kontrol grubuna kiyasla,
radyasyon grubundaki artis istatistiksel olarak anlaml iken (P<0,001), sham grubundaki artis
anlaml degildir gostermektedir (Sekil 4.84). 48. saatteki radyasyon grubu ile tedavi grubu
arasinda ise bir fark bulunamamistir (Sekil 4.84). 72. saatteki kontrol grubuna gére, radyasyon ve

sham grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunurken (sirasiyla P=0,003 ve P=0,005) 72.

saatteki radyasyon grubuna gore tedavi grubundaki azalma anlaml degildir (Sekil 4.84).

Dusp22 mRNA
2,5

1,5

e
o w1 o m N

Sekil 4. 84. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve sham
(makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy radyasyonun makrofaj
medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda) gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki Dusp22
mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi. (n=4).
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C9orf72 mRNA ekspresyonu incelendiginde, 48. saatteki kontrol grubuna kiyasla,
radyasyon ve sham grubundaki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (P<0,001) (Sekil
4.85). 48. saatte radyasyon grubuna gore, tedavi grubundaki azalma ise istatistiksel olarak anlamli
degildir (Sekil 4.85). 72. saatteki kontrol grubuna kiyasla, radyasyon grubundaki azalma ve sham
grubundaki artis istatistiksel olarak anlamlilik gostermemektedir (Sekil 4.85). 72. saatteki
radyasyon grubuna gore, tedavi grubundaki azalma ise istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

(P=0,039) (Sekil 4.85).

C9orf72 mRNA
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Sekil 4.85. Kontrol (48 sa ve 72 sa sonunda), radyasyon (8 Gy, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve sham
(makrofaj medya eklenen grup, 48 sa ve 72 sa sonunda) ve tedavi (8 Gy radyasyonun makrofaj
medyasi ile tedavi edilen grubu, 48 sa ve 72 sa sonunda) gruplarinin 48. ve 72. saatlerdeki C9orf72
mRNA ekspresyonunun kat degisim grafigi. (n=4).

4.5.4. immiinositokimyasal Bulgular

8 Gy doz iyonize edici radyasyon uygulanan HT22 hiicrelerinin KM ile tedavi edilen
gruplarinda zamana bagl degisen Ki67 immiin isaretleme sonuglar1 incelendiginde, 48. saatteki
kontrol grubuna gore radyasyon ve sham gruplarinda Ki67'nin protein ekspresyonundaki
azalmanin ve radyasyon grubuna gore tedavi grubundaki azalmanin anlaml diizeyde olmadig:
gozlenmistir (Sekil 4.86, Sekil 4.87). 72. saatteki Ki67 immiin isaretleme sonuglari incelendiginde
ise kontrol grubuna goére radyasyon ve tedavi gruplarindaki azalma anlaml diizeyde degil iken

sham grubundaki azalmanin anlamli oldugu tespit edilmistir (P=0,004) (Sekil 4.86, Sekil 4.87).

91



Ayla Batu Oztiirk, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

--
--

Sekil 4.86. Anti-Ki67 primer antikoru ile isaretlenmis HT22 hiicrelerinin 48. ve 72. saatteki
gruplar arasi karsilastirilmasi. (A-D, I-K) FITC, (E-H, L-0) Hoechst 33342. (A, E) Kontrol_48, (B, F)
Rad_48, (C, G) Sham_48, (D, H) Ted_48, (I, L) Kontrol_72, (I, M) Rad_72, (J, N) Sham_72, (K, 0)
Ted_72. Objektif biiylitmesi: 40X. (n=5).

Ki67 isaretlemesi

Kontrol_48 sa Rad_ 48sa Sham_48 sa Ted_48sa Kontrol_72 sa Rad_72sa Sham_72 sa Ted_72sa

150

120

90

60

30

immiinositokimyasal Skor

0

Sekil. 4.87. Gruplar arasi farkli zaman noktalarindaki (48 ve 72. saat) anti-Ki67 primer antikoru
ile isaretlenmis HT22 hiicrelerinin isaretlenme yogunluklarinin karsilastirilmasi. (n=5).
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HT22 hiicrelerinin KM ile tedavi edilen gruplarinda zamana bagl degisen Hoechst 33342
pozitif isaretlenmis niikleus sayim sonuclar1 degerlendirildiginde, 48. saatteki kontrol grubuna
gore radyasyon ve sham grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunurken (sirasiyla
P<0,001, P=0,003) (Sekil 4.88). Ayrica, 48. saatteki radyasyon grubuna gore, tedavi grubundaki
artis, istatistiksel olarak anlamlilik gostermemektedir (Sekil 4.88). Bunlarin yaninda, 72. saatteki
kontrol grubuna gore radyasyon grubundaki azalma istatistiksel olarak anlamli iken (P<0,001)
sham grubundaki azalma anlamli bulunmamistir (Sekil 4.88). 72. saatteki radyasyon grubuna

gore, tedavi grubundaki artis ise istatistiksel olarak anlaml degildir (Sekil 4.88).

Hoechst 33342 + Cekirdek Sayisi
500

400

300

200
0 —— o=

Kontrol 48 sa Rad_48sa Sham _48 sa Ted 48 sa Kontrol_72 sa Rad_72sa Sham_72 sa Ted_72sa

Sayilan Cekirdek Sayisi

Sekil. 4.88. Gruplar arasi farkl1 zaman noktalarindaki (48 ve 72. saat) Hoechst 33342+/DAPI+
HT22 hiicre sayilarinin karsilastirilmasi. (n=5).
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5. TARTISMA VE SONUC

Hafiza ile iligkili yapilarin bir pargasi olan HP, en ¢ok arastirilan beyin bolgelerinden
birisidir [16]. 25 Agustos 1953’te, Henry Gustav Molaison’'un (H.M.) direngli epilepsisini tedavi
etmek amaciyla bir beyin cerrahi olan William Beecher Scoville’in, hastasindan HP’ye yakin
temporal lobu cikartmasinin sonuglarindan biri olarak, hastanin bildirimsel ani olusturma
yetenegini kaybetmesiyle baslayan HP calismalari, nérobiyolojik arastirmalarda 6nemli bir yere
sahiptir [16,139]. Hipokampus’ta gerceklesen biyolojik olaylar, kisinin bir ortamda yolunu
bulmasi ve bu stlirecte meydana gelen olaylar: hatirlamasi gibi birgok bilissel yeteneklerle iliskili
oldugundan, bu boélgede meydana gelen bir hasar kisinin yasam kalitesini biiyiik o6lciide
etkilemektedir [5]. Ornegin, Makale ve ark. tarafindan 2017 yilinda yayinlanan bir derlemede,
Amerika Birlesik Devletleri'nde, beyin tlimori olan ve RT goren hastalarin 100.000’i kadarinin alt
aydan fazla siire yasamakta oldugunu ancak bu hastalarin %50-90'inda 6grenme, hafiza,
konusma, dikkat ve muhakeme gibi 6nemli bilissel fonksiyonlarda, engellilik diizeyinde

bozukluklar gézlendigi rapor edilmistir [49,140-142].

Iyonize edici radyasyon biyolojik sistemler ile etkilesime girmekte ve bu etkilesim
sirasinda radyoaktif kaynak, cevresindeki molekiilleri iyonlastirarak enerji kaybetmektedir. Bu
tiir bir radyasyonun énemli 6lciide zararlar1 gézlenmektedir, ciinkii radyasyonun canli dokuya
niifuz etmesi durumunda ortaya ¢ikan iyonlar, viicutta zararh etkilere yol acan bir takim kimyasal
degisikliklere neden olabilmektedir [143]. Giinliik hayatta en sik karsilasilabilecek radyasyon
sekli, niikleer santral kazalarindaki biiylik radyasyon sizintilar1 disinda, tipta teshis ve tedavi
amagl kullanilan cihazlardan alinan iyonize edici radyasyon olarak kabul edilebilmektedir [144].
Radyasyon tedavisi, basarili bir yontem olmakla birlikte, insidansi giderek artan primer ve
sekonder intrakraniyal tiimorler i¢in baskin bir tedavi secenegi haline gelmektedir. Bununla
birlikte, radyasyon o boélgedeki tlimorii ortadan kaldirmaya ¢alisirken, saglikli beyin dokusuna da
zarar vererek, kisilerde radyasyona bagh bilissel islev bozukluguna neden olmasindan o6tiirii
onemli bir dezavantaja sahiptir [91]. Merkezi sinir sistemi (MSS), radyasyona en ¢ok duyarli organ
olarak kabul edilmese de bu dokulardaki iyonize edici radyasyon hasarinin, 6zellikle yasam
kalitesi i¢in yikici etkileri bulunabilmektedir ve olusan hasarin onarilmasi oldukca zordur.
Radyoterapi (RT) sirasinda akut yiiksek doz radyasyon, MSS'de seyirci etkisi (bystander effect)
hasarina neden olarak, eriskin hipokampal nérogenezin azalmasina ve korteks ve hipokampus
boyunca néroinflamasyonun gelismesine yol acabilmektedir. Bu durum, hasta 6zellikle ¢ocukluk
veya ergenlik ¢caginda ise gelismekte olan beyin icin, bilissel fonksiyon bozukluklar1 ve hafiza
kaybi ile sonuclanabilmektedir [72,145,146]. lyonize edici radyasyon, MSS iizerinde hem akut
hem de kronik etkilerle, DNA hasari, hiicre 6liimi, sistemik inflamasyon ve oksidatif stres gibi

bir¢ok karmasik hiicresel ve molekiiler degisiklige neden olmaktadir [62]. Bu nedenle, iyonize
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edici radyasyonun zararli etkilerini azaltmaya yonelik dnlem ve/veya terapotik yaklasimlar,

kapsamli ve karsilastirmali analizlere ihtiya¢ duyan énemli bir ¢alisma alanidir [62].

Cok uzun bir siiredir saglikli hiicreler ve/veya kanser hiicreleri iizerindeki radyasyon
maruziyeti ve sonrasinda gerceklesen biyolojik olaylar arastirllmaktadir [147,148]. Ilk radyasyon
maruziyetinden sonra, maruziyet anindan bu enerji birikiminin yarattigi hasarin olusumuna
kadar gecen siirede meydana gelen biyolojik siirecler iyi tanimlanabilirse, iyonize edici radyasyon
hasarinin diizenlenmesi icin birtakim araglar gelistirilebilir [149]. Bu amagcla, noral sistem
lizerindeki radyasyon bagiml bilissel bozukluklarin temelindeki patogenez mekanizmalarini
ve/veyaradyasyonun etkisini anlamak iizere, bircok in-vitro ve in-vivo ¢alisma gerceklestirilmistir
[79,80,150]. Literatiir incelendiginde, HT22 hiicreleri ile olusturulmus in-vitro radyasyon
modellerinde, calismamizda uygulananla benzer sekilde, kaynagi X-1sim1 olan iyonize edici
radyasyonun etkilerinin doz ve siireye bagh olarak degerlendirildigi goriilmektedir (Tablo 2.1)
[76,77,91-94]. Calismamizda literatiirde siklikla kullanilan ve fare hipokampusunu temsil eden
Oliimstlizlestirilmis noéral hiicre hatti olan HT22 hiicreleri kullanilmistir [87-90]. Calismamizin ilk
kisminda, saglikli beyin dokusunu temsil eden bu hiicrelere farkli dozlarda ve siirelerde, kaynagi
X-1s1n1 olan iyonize edici radyasyon uygulanmis ve radyasyonun etkileri stireye bagli olarak birgok
acidan, farkhi teknikler kullanilarak incelenmistir. Yapilan calismalar, radyasyonun saglikl
hiicrelerde tahrip edici etkisinin oldugunu gdstermektedir. Literatiirde, HT22 hiicrelerine
uygulanan radyasyonun dozu arttikca hayatta kalan hiicre sayisinda azalmaya ve apoptoza giden
hiicre oranlarinda ciddi diizeyde artisa rastlanmakta oldugu rapor edilmistir [77,91-93,96]. Bu
anlamda ¢alismamizda da literatiir ile benzer sonuglar elde edilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil
4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34-37, Sekil 4.47- 50, Sekil 4.77-80, Sekil 4.88) (Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo
4.4, Tablo 4.5). Soyle ki, radyasyon dozunun artisina bagh olarak hayatta kalan hiicrelerin
sayisinda 6nemli 6l¢lide azalma tespit edilmistir (Sekil 4.2, Sekil 4.3) (Tablo 4.1). Akim sitometrik
bulgularda, hiicrelere uygulanan radyasyonun diistik (2 Gy) ve yiiksek (8 Gy) dozlarinda, ilk 6
saatin sonunda bile erken ve ge¢ apoptozda ve nekrozda belirgin bir artis oldugu gézlenmektedir
(Sekil 4.34-36). Bu sonuclarin yam sira, 151k ve elektron mikroskobik bulgularda hasarin
morfolojik diizeyde belirgin bir sekilde go6zlemlenmesi ancak 24 saatin sonrasinda
gerceklesebilmektedir. Bu durumun nedeninin hiicrelerdeki hasarin morfolojik bulgu olarak daha
ge¢ ortaya cikmasindan kaynaklandigi diistiiniilmektedir (Sekil 4.4-31). Biyolojik sistemler
lizerine iyonize edici radyasyon uygulanan calismalarin elektron mikroskobik verileri
incelendiginde, hasarin olustuguna dair ilk ortak bulgu mitokondriyonlar tzerinedir. Bazi
calismalarda sismis ve dejenere olmus mitokondriyonlarin varhginin tespit edildigi
vurgulanirken [151,152] bazilarinda da radyasyon hasarina karsi kiiciilmiis mitokondriyonlarin

varligl bildirilmektedir [153]. Bu sonugclar, hiicrelerin radyasyona karsi ilk tepki gdsteren
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organellerinin mitokondriyonlar olmas1 agisindan tutarlilik géstermektedir, ancak bahsedilen
bulgulardaki farkliliklar ¢alisilan degisik tipteki hiicrelerin organel diizeyinde farkl yanitlar
vermesinden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica, literatiirde iyonize edici radyasyon hasarinin bir
sonucu olarak apoptotik hiicre goriintiilerine ve yogun kromatin parcaciklarina rastlandig1 da
belirtilmektedir [154,155]. Calismamizda, 6zellikle 8 Gy radyasyon maruziyeti sonucu, sismis ve
dejenere olmus mitokondriyonlarin varligi tespit edilmistir. Bunun yani sira, hiicrelerde stresi,
hasar1 ve/veya 6liimii isaret eden bulgulardan olan sayisi artmis otofagozomlara, vezikiillere,
lizozomlara, izolasyon membranlarina, genislemis perintikleer alana ve GER sisternalarina; hatali
hiicre boliinmesinin sonucu olarak 15tk mikroskobik olarak da goézlemledigimiz, artmis
mikroniikleuslara ve dev polimorfoniikleer hiicrelere rastlanmistir (Sekil 4.6, Sekil 4.11, Sekil
4.22-31, Sekil 4.52- 55, Sekil 4.62- 65) [156-163]. Iyonize edici radyasyon hasari farkli DNA hasar
onarim mekanizmalar1 tarafindan diizeltilmesine ragmen, radyasyon dogrudan ve su
molekiillerinin iyonlasmasi yoluyla dolayli olarak DNA hasarina neden olabilmektedir [128].
Dahasi, radyasyon kaynakl olusan serbest oksijen tiirleri (ROT), proteinlere ve DNA'ya saldirarak
protein yapilarinda degisikliklere; DNA’da tek ve/veya ¢ift zincir kiriklarina, DNA dizisinde
bozulmaya ve proto-onkogen ve tiimor inhibitérii gen mutasyonlari da dahil olmak iizere
mutasyonlara neden olarak hiicrelerde hasar olusturabilmektedir [128,164]. Artan radyasyon
dozuna bagh olarak, mikroniikleus ve dev polimorfoniikleer hiicre olusumlar1 gibi hiicre
niikleuslarinda meydana gelen patolojik morfolojileri 151k ve elektron mikroskobik olarak da
gozlemleyebilmekteyiz (Sekil 4. 6, Sekil 4.11, Sekil 4.26, Sekil 4.30, Sekil 4.52-54, Sekil 4.62).
Yukarda bahsedilen tiim bu morfolojik bulgularin yani sira, radyasyon hasari sonucu hem isik hem
de elektron mikroskopta net bir sekilde fark edilebilen, lamellipodia yapilarinda dramatik bir
azalma oldugu da tespit edilmistir (Sekil 4.7). Bu durumun nedeni olarak, radyasyon hasarina
karsi, hiicre iskeleti elemanlarinin (6zellikle aktin) yapisindaki ve/veya diizenlenmesindeki
bozulmalar gosterilebilir [46,165-170]. Hatta literatiirde bu durumla ilgili, kanser hiicrelerini
ortadan kaldirmaya ya da en azindan hiicrelerin gociinli engellemeye yonelik, bu hiicrelerdeki
aktin iskeletin yapisini bozmay1 hedefleyen terapotik yaklasimlar da ileri striilmektedir

[166,167].

Calismamizin ikinci kisim deneyleri ilk kismindan elde edilen bilgilerden faydalanilarak
tasarlanmis olup, klinikte tek seferde en ytliksek kranial doz olarak uygulanan 8 Gy radyasyonun
hiicrelerde neden oldugu yikici etkiyi immiinoterapi yaklasimiyla in-vitro ortamda azaltmay1
hedeflemistir. Bu asamada, hiicrelere uygulamak icin en yiiksek doz secilmistir, ¢iinkii bu dozda
olusan bir hasar1 onarabilme potansiyeli olan bir yaklasimin daha diisiik dozlarda da basarili
olabilecegi 6ngoriilmiistiir. Calismamiz, HT22 hiicrelerinde radyasyonun olusturdugu hasari, fare

makrofaj hiicre hatt1 olan RAW 264.7 makrofajlarindan elde edilen kosullandirilmis medyum
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(KM) kullanarak onarma yaklasimiyla tasarlanmistir. Yakin gecmiste, HT22 hiicreleri ile yapmis
oldugumuz bir baska ¢alismada, fare makrofaj hiicre hatti KM’si kullanilarak, bu medyanin néral
hiicrelere olgun néron olusum yoéniinde katki saglayabildigini gostermistik [137]. Bu sonuglar
dogrultusunda, kosullandirilmis medyumun radyasyon hasarina karsi koruyucu ve/veya onarici
bir etkisi olup olmadigini anlamak icin bu tez ¢alismasinin ikinci kisminda, bu yaklasim test
edilmistir. Bu asamada, mikroglia kullanmak yerine makrofajlarin kullanilmasi tercih edilmistir.
Mikroglialarin MSS'de néronal hiicreler tlizerindeki rolii vazgecilmez olsa bile, insanlardan
mikroglia elde etmenin pratik veya makul olamayabilecegi gerekcesiyle immiinoterapotik bir
yaklasimda kullanilmasi énemli bir dezavantaj olusturabilmektedir. Pratikte de elde edilmesi
daha kolay ve daha az invaziv olan periferik kandan monosit/makrofajlarin kullanilmasi daha
avantajli ve umut verici bir strateji olmasindan dolay1 bu hiicreler tercih edilmistir. Calismamizda,
oncelikle radyasyona maruz kalan HT22 hiicrelerini KM ile muamele etme islemi sonucunda,
hayatta kalan canli hiicre popiilasyonunu en basarili sekilde olusturan grubun hangisi olacagi
belirlenmistir. Ciinkii ¢alisma boyunca asil amacimiz, radyasyonun neden oldugu ve hiicre
Olimiine kadar giden yikici etkiyi maksimum diizeyde azaltan grubu belirlemektir. Yani bu
baglamda, KM ile muamele isleminin radyasyondan énce mi, sonra mi, yoksa hem 6nce hem de
sonra mi1 yapilmasinin daha etkili oldugu ve dahasi, bu medyumla 24 saat boyunca mi1 yoksa 48
saat boyunca mi1 muamele etmek gerektigi sorularina cevaplar aranmistir. Bu sorulari
cevaplayabilmek i¢in, kiiltiir ortamindan siirekli olarak anlik veri toplama kapasitesine sahip ve
yaygin olarak kullanilan, gergcek zamanl hiicre canlilik testlerinden biri olan xCELLigence sistemi
kullanilmistir. Radyasyon maruziyeti sonrasinda bu sistemden elde edilen hiicre béliinme hizi
verileri ve ayrica canli kalan hiicrelerin koloni olusturma potansiyelini test eden CKHKT
sonuglarina gore potansiyel tedavi olarak en basarili grup belirlenmistir. Her iki test de ayni
slirede (120 saat) ve es zamanl olarak gerceklestirilmistir. Hem koloni testi hem de gercek
zamanli hiicre canlilik testi sonucunda, en basarili grup, radyasyondan 6nce 24 saat KM uygulanip
radyasyondan 24 saat sonra KM uygulanan grup olarak belirlenmistir. (Sekil 4.47-50). Bunun yani
sira XCELLigence deneyleri sonucunda, en basarili olarak belirledigimiz grubun 120 saatlik
slirecteki cogalma davranisinin 36-72. saatler arasinda degiskenlik gosterdigi gézlenmistir. Bu
sebeple, daha ileri sorular1 cevaplamak amaciyla iki farkli zaman noktasi belirlenip (48 ve 72.
saat) sectigimiz tedavi grubunda, bu zamanlarda geceklesen bir takim biyolojik olaylar da

arastirilmistir.

Literatiirden ulasabildigimiz, HT22 hiicreleri ile gergeklestirilmis, iyonize edici
radyasyonun olumsuz etkilerini onarabilme potansiyeli bulunan bu yaklasimin uygulandigi, cok
az sayida calismaya rastlanmaktadir [91]. Bu agidan bakildiginda, ¢alismamiz literatiirde az sayida

bulunan bu yaklasimla ilgili, 6zellikle gen ekspresyonu ve KM siireleri agisindan literatiire yeni
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veriler sunmaktadir. Huang Y. ve ark/nin (2021) HT22 hiicrelerini kullanarak yaptig1 bir
calismada, mezenkimal kok hiicre ile kosullandirilmis medyumun (MSC-KM), hipokampal
noronlar1 iyonize edici radyasyon hasarindan korudugu bildirilmektedir [91]. Bu ¢alisma,
radyasyonun HT22 hiicrelerinde ROT ve malondialdehid (MDA) iiretimini arttirdigini ve bu yolla
da hiicre kaybina neden oldugunu belirtmektedir. Dahasi, bu calismayla radyasyon yiiziinden
artan ROT {iretimi ile radyasyonun saglikli hiicrelerde neden oldugu oksidatif stres iizerindeki
roliinlin daha da desteklendigi vurgulanmaktadir. Bu durumu diizeltmek i¢in arastirmacilar,
HT22 hiicreleri iizerine uyguladiklar1 MSC-KM'nin, radyasyon almis HT22 hiicrelerinde, ROT ve
MDA {retimini azalttigin1 ve siiperoksitdismutaz (SOD) aktivitesini ve glutatyon (GSH)
seviyelerini arttirdigini ve néronal apoptozu hafifletebilecegini ileri siirmektedir. Ayrica, MSC-
KM'nin bu etkisini hiicrelerdeki antiapoptotik ve antioksidan diizenlenmede gorevi olan
PI3K/AKT yolunu aktive ederek, radyasyona bagli apoptozu azalttigini ve MSC-KM'nin
radyasyonun neden oldugu oksidatif strese karsi hiicrelerde koruma saglayabilecegini
bildirmislerdir [91]. Bu tez ¢alismasiyla yukarida belirtilen ¢alismanin ortak noktalarindan biri,
iyonize edici radyasyon hasarini, medyum iceriginde pek ¢cok parakrin faktoér barindiran bir hiicre
tipinin medyumu ile onarma yaklasimidir. Gelecekte, calismamizin ilerleyen asamalarinda
makrofaj medyumunun radyasyon almis HT22 hiicrelerinde olusturdugu, oksidatif strese karsi
olas1 koruyucu etkisi de arastirilmaya deger bulunmaktadir. Bu calismada, sadece radyasyondan
sonra MSC-KM ile muamele islemi gerceklestirilmis ve bu islemin ne kadar siire gerceklestirildigi
vurgulanmamistir. Calismamizda, radyasyon hasarini onarma potansiyeli bulunan makrofaj
medyasiyla kosullandirilmis medyumun HT22 hiicreleri lizerinde etki siireleri ayrintilariyla
olusturulmus ve sonuglar bircok acidan degerlendirilmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen
deneyler sonucunda, KM’'nin 6zellikle zaman ilerledik¢e (72. saat) erken ve ge¢ apoptozu ve
nekrozu azalttig1 tespit edilmistir. Bu bulgular, gercek zamanl hiicre analizi, CKHKT ve Hoechst
33342 pozitif cekirdek sayim sonuglari ile de uyumluluk géstermektedir (Sekil 4.43-4, Sekil 4.49,
Sekil 4.50, Sekil 4.77-80, Sekil 4.88). Bunlarin yami sira, hiicre proliferasyonunun
degerlendirilmesi icin siklikla kullanilan bir belirte¢ olan Ki67 [171] ile isaretlenmemis hig¢bir
hiicrenin olmadig1 goézlenmistir. Dahasi, isaretlenmis olan tim bu hiicrelerin ekspresyon
yogunlugu degerlendirildiginde, gruplar arasinda hem 48. hem de 72. saatlerde anlaml bir fark
bulunmamistir. Bu sonuglar bize, radyasyonun bircok hiicrenin éliimiine neden oldugunu ancak,
hayatta kalan hiicrelerin hala ¢ogalma yeteneklerini korudugunu goéstermektedir. Daha ileri
calismalar icin bu verilere ek olarak, tiim gruplar icin hiicre siklusu deneyleri gergeklestirilerek,
tedavi grubunun radyasyona karsi hiicre béliinmesinin hangi asamasinda nasil bir etki

olusturdugu da incelenebilir.

98



Ayla Batu Oztiirk, Doktora Tezi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2023

Calismamizda, hiicrelerin radyasyon ile uyarilan gruplarinda ve tedavi grubu olarak
belirledigimiz grubun, iki farkl1 zaman noktasinda bazi genlerin ekspresyonlari incelenmistir. Bu
genlerden ilki, antioksidan yanitta ve ila¢ metabolizmasinda 6énemli gérevleri bulunan ve bir
transkripsiyon faktorii olan Nrf2’dir [101]. Nrf2 yalnizca gen ifadesini indiiklemekle kalmayip,
ayni zamanda baskilayici olarak da ¢ift yonlii bir islev gormektedir [172]. Calismamizda, Nrf2’nin
doz ve zamana bagl olarak arttig1 gézlenmektedir (Sekil 4.38, Sekil 4.81). Bu durum, radyasyona
bagh olarak gelisen, hiicrelerin oksidatif strese karsi olusturdugu en 6nemli tepkilerden biri
olarak diisiiniilebilir. Yapilan son arastirmalar, kanser hiicrelerinde Nrf2 inhibisyonunun hiicre
biiylimesinde bir azalmaya ve radyasyon duyarlilifinda bir artisa yol actigini bildirmektedir.
Dahasi, Nrf2'nin radyasyon tedavisi de dahil olmak {lizere kanser tedavisinde hedef bir faktor

oldugu diistiniilmektedir [173].

Progranulin (PGRN) proteinini kodlayan Grn geninin MSS’de bazi néron gruplarinda
eksprese oldugu bilinmektedir. Bu genin kodladigi PGRN’nin ¢ogunlukla ekstraseliiler EphA2
reseptori ve Notch sinyal yolagi vasitasiyla aksonal ilerleme ve noéral hayatta kalma gibi noral
fonksiyonlar iizerinde norotropik bir faktor gibi etkileri oldugu diisiiniilmektedir [108,174]. Ote
yandan, iyonize edici radyasyon sonrasinda Grn geninin ya da PGRN proteinin hipokampal
hiicrelerde nasil bir davranis gosterdigini inceleyen bir literatiire rastlanmamistir. Calismamizda
ise Grn ifadesi radyasyon maruziyeti sonrasinda HT22 hiicrelerinin hayatta kalma tepkilerini
Olgebilmek acisindan degerli bir parametre olarak goriilmektedir. Calismamizin ilk basamaginda
Grn ifadesinde gdzle goriiliir bir artis oldugu tespit edilmistir. Ozellikle bu artisin 8 Gy dozunda 2
Gy’ye kiyasla daha yiiksek bicimde ve istatistiksel olarak da anlaml bir sekilde ortaya ¢iktig
gorilmistir (Sekil 4.39). Bu bulgu Grn ifadesinin radyasyon dozundaki artisla dogru orantili
bicimde arttig1 seklinde de yorumlanabilir. Artan radyasyon dozu ile Grn ifadesinin de artmasi
HT22 hiicrelerinin hayatta kalmak icin otokrin bicimde noérotropik bir faktér olan PGRN
proteinini arttirma egiliminde oldugunu isaret edebilir. Calismamizin ikinci basamaginda elde
edilen veriler incelendiginde radyasyon maruziyetinden 48 ve 72 saat sonra HT22 hiicrelerinde
Grn ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek ve zamanla dogru orantili bicimde artis
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.82). Bu bulgu, ¢alismamizin ilk basamaginda elde edilen
verilerle o6rtiismekte ve HT22 hiicrelerinin radyasyona bagli ortaya ¢ikan hasari 6nlemek veya sag

kalim mekanizmalarini olusturmak tizere Grn ifadesini arttirmis olabilecegini diistindiirmektedir.

Sinir bliyliime faktori ailesinin en iyi bilinen liyelerinden biri olan Bdnf geni tarafindan
kodlanan BDNF proteininin, ndral gelisim, néronal farklilasma, sinaptik aktivite ve noral hayatta
kalim gibi birgok hiicresel olay etkiledigi bilinmektedir [175,176]. Calismamizin ilk basamaginda,
2 Gy radyasyonla Bdnf ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla degismedigi, 8 Gy dozla ise 6 saat

sonunda anlamli diizeyde azaldig1 tespit edilmistir. 24 saat sonra ise ifade seviyesinin tekrar
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ylkselmis oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.40). Bdnf ifadesinin ¢ok kisa siirede dikkat ¢ekici bir
sekilde azalip, 6. saatten 24. saate kadar yine belirgin bir artis gostermesi oldukea ilgingtir. Bu
tablo, Bdnf transkripsiyonun HT22 hiicrelerinde radyasyona karsi zamana bagh tepkiler seklinde
diizenlendigini isaret etmektedir. Calismamizin 2. basamaginda gosterildigi tizere, 8 Gy radyasyon
maruziyetinden 48 saat sonra, kontrol ve radyasyon grubu arasinda Bdnfifadesi acisindan anlamli
bir fark tespit edilmemistir (Sekil 4.83). Bu sonug, calismamizin ilk basamaginda goriilen 6.
saatten 24. saate kadar olan anlamli ekspresyon yiikselisi ve 24. saatte radyasyon grubu ifade
seviyesinin kontrol grubu ile denk olmasi ile 6rtiismektedir (Sekil 4.40). Calismamizda, 24 ve 48.
saat arasindaki ifade degisimlerini gézlemleyemesek de 8 Gy radyasyon etkisinin 48. saate kadar
kontrol grubu ile denk bigimde ifade oldugu gériilmektedir (Sekil 4.83). Ote yandan, calismamizda
ikinci basamakta kontrol gruplari, deney gruplari icin bekletilen stire kadar, yani 48 ve 72 saat
boyunca kontrol sartlarinda kiltiire edilmislerdi. Bu anlamda, 72. saatteki Bdnf ifadesinin 48.
saatte Olciilen seviyeye kiyasla degismedigi gozlenmistir. Bu noktada, gercek zamanl hiicre
verileri incelendiginde (Sekil 4. 47-50 ), 48. saatten 72. saate kadar gecen siire igerisinde kontrol
grubu HT22 hiicrelerinin béliinme hizinin belirgin bicimde atis gosterdigi, buna karsin Bdnf
ifadesinin degismedigi dikkat cekicidir (Sekil 4.83). Proliferatif karakterde oldugu bilinen HT22
hiicre hattinda, inceledigimiz saatler arasinda boliinme hizi artarken Bdnf ekspresyonunun
degismemesi, HT22 hiicrelerindeki kromatin materyalinin, hiicrelerin béliinmesine Bdnf
transkripsiyonu acisindan kayda deger bir etki olusturmadigini isaret etmektedir. Ancak, baska
gruplardaki Bdnf ifadesinin kontrol grubuna kiyasla farkliliklar gosterdigi goriilmiistiir (Sekil
4.83). Bunlardan en ¢arpici olani, 72. saatte radyasyon grubu Bdnf ifadesinin kontrole kiyasla
anlamlh diizeyde artmis olmasi olarak gdsterilebilir (Sekil 4.83). Ya da ayni tabloya baska bir
acidan bakacak olursak, radyasyon maruziyetinden 72 saat sonra Bdnf ekspresyon seviyesinin,
yine radyasyon grubundaki fakat 48. saatteki seviyeye kiyasla belirgin bicimde yiliksek oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.83). Radyasyon maruziyetinden 6 saat sonra azalan, 24. saatte tekrar
ylikselen ve en azindan bulgularimiz kapsaminda gérdiigiimiiz kadariyla 48. saate kadar kayda
deger bicimde degismeyen Bdnf ifadesinin 72. saatte tekrar yiikselmesi, kromatin materyalinin
HT22 hiicrelerinde sadece anlik bir molekiiler tepki degil zamana bagli tekrar diizenlenebilen bir
tepki olusturdugunu isaret etmektedir. Bu biiylime faktériiniin hiicrelerde parakrin ve otokrin
islevleri bulundugu diistiiniildiiglinde c¢ift yonlii calisan bir faktér oldugu da anlasilmaktadir
[175,177]. Canh hipokampus dokusu igerisinde kemokinler ve sitokinler de dahil olmak tzere
karisik bir sinyal molekiil kokteyli, ortamdaki hiicrelerin kendilerine 6zgii verdigi cevaplari
anlamamizi maskelemektedir. Ko-kiiltiir olmayan kiiltiir calismalarinin avantaji ise hiicrelere
yapilan bir etkinin hiicrenin verdigi izole yanitlari net bir sekilde anlamamizi saglamasidir. Dogal
ortamlarinda yani hipokampus dokusu icerisinde, noronal hiicrelerdeki Bdnf etkinligi,

muhtemelen cevre hiicrelerin de sinyallerine baglh olarak hiicrelerin izole yanitlarini
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degistirmektedir. Ancak, kiltir ortamindaki hipokampal HT22 hiicrelerinde Bdnf
ekspresyonunun, radyasyon maruziyeti sonrasinda zamana bagh olarak arttigi noktalarin
bulunmasi, Bdnfnin hiicrenin radyasyon ile olusan yikici etkiye karsi otokrin olarak koruma
saglayabilecegi anlamina gelebilmektedir. Deney fareleri ya da siganlariyla olusturulan kraniyal
radyasyon modellerinde, radyasyonun hipokampiis dokusu tizerinde olusturdugu etkilere dair
elde edilen bilgiler vazgecilmezdir. Fakat, in-vivo ¢alismalarda radyasyonun hipokampal hiicreler
lizerinde olusturdugu izole yanitlar1 anlamak da miimkiin degildir. Bu sebeple, Bdnf
ekspresyonundaki degisiklikler yorumlanirken, HT22 hiicrelerinin radyasyona karsi verdigi izole

yanitlar oldugu unutulmamalidir.

Lenfomalarda etkili oldugu bilinen Dusp22 geninin, radyasyonla iligkisini gésteren ¢ok az
saylida kaynak bulunmaktadir. Calismamizda, 2 Gy radyasyon uygulamasindan 6 saat sonra
Dusp2?2 ekspresyonunda anlaml bir sekilde artis ve zaman gectikce de bu genin ekspresyonunda
azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 4.41). Ilging bir sekilde, 8 Gy radyasyon uygulanan gruplarda
ise 6 saatin sonunda ¢ok fazla bir artis gozlenmezken 24 saatin sonundaki artisin anlamli oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.41). Dahasi, 8 Gy radyasyondan sonraki bu artis 72. saatte de devam
etmektedir (Sekil 4. 84). Tedavi grubunda ise Dusp22 ekspresyonunda azalma oldugu gorilmiis
ama bu azalma anlaml bulunmamistir (Sekil 4. 84). Bu bulgular, bize Dusp22 ekspresyonunda
yliksek dozda zaman ilerledik¢e artisin oldugunu, daha etkili ve kapsamli bir immiin sistem
yaklasimiyla bu genin ekspresyon seviyelerinin normale dénme potansiyeli bulundugunu

gostermektedir.

C90rf72 mRNA ekspresyonunun ise kontrol grubuna kiyasla, 2 ve 8 Gy gruplarinda iyonize
edici radyasyon uygulamasindan sonra zamana bagh olarak arttigr goriilmiistiir (Sekil 4.42).
Bircok nérodejeneratif hastalikta mutasyona ugradigi tespit edilen C9orf72nin, son yillarda
yapilan ¢alismalarda, ekspresyon diizeyindeki degisikliklerin, hiicrelerde otofagozom olusumuyla
iliskilendirildigi ve vezikiiler trafigin diizenlenmesinin farkl seviyelerinde etkili oldugu da
gosterilmektedir [120]. Webster ve ark. (2016) tarafindan C9orf72 asir1 ekspresyonundan sonra
noronal olmayan HeLa ve HEK293 hiicrelerinde artmis otofajik aktivite goriildiigii bildirlmistir
[178]. Leskela ve ark. (2019)'nin fare NaZ noroblastoma hiicreleri ile yapmis oldugu baska bir
calismada ise C9orf72’nin asir1 ekspresyonu sonucu, otofagozomlarin olusumuna yol actig1 ve
rapamisin ile indiiksiyonu sonucu ise C9orf72 seviyelerinde 6nemli 6l¢lide azalma go6zlendigi
rapor edilmistir [179]. Calismamizda, 151k ve elektron mikroskobik morfolojik veriler sonucu,
doza ve zamana bagh olarak otofagozomlarda artis oldugu (Sekil 4.5-7, Sekil 4.9), tedavi
uygulanan gruplarda ise vezikiillerde ve otofagozomlarda azalma oldugu tespit edilmistir. Ancak
C9orf72’'nin otofajiyi aktive/inhibe edip etmedigi tartismali bir konu olarak goriilmektedir [179].

Dahasi, C9orf72'nin islevleri ile ilgili artan calismalar, bu genin otofaji ve inflamasyon arasinda
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giiclii bir diizenleyici olan GTPaz ile etkilesime giren bir kompleksin parg¢asi oldugunu da
gostermektedir [120]. C9orf72 ekspresyonunun nérodejenerasyon, inflamasyon ve cevre ile
bagisiklik etkilesiminin diizenlenmesini birbirine baglayan yeni bir hedef olarak ortaya ¢iktig
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, C90rf72 geninin otofagozomlarla iliskisi hakkinda daha fazla

calismaya ihtiyac duyulmaktadir.

MSS'den tiiretilmemis bagisiklik sistemi hiicreleri kullanarak radyasyona bagh olusan
saglikli hiicre hasar ile miicadele etmek icin immiinoterapi stratejileri gelistirilmekle birlikte
heniiz net bir tedavi bicimi saglanamamistir. Dahasi, saglikli hiicrelerin iyonize edici radyasyon
hasarina karsi verdigi yanitlarin altinda yatan mekanizmalar1 netlestirmek ve bol miktarda
deneysel kanit saglamak icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Sonug olarak, bu tez
calismasi, radyasyon hasarina karsi hiicreleri koruyabilecek ve ndéral hiicre hasarini onarabilme
potansiyeli tasiyan, makrofaj bazli kosullandirilmis besiyerinin olumlu etkilerini destekleyen 6n
bulgular1 sunmaktadir. Gelecekteki calismalarda, noral hiicreler lizerindeki bu etki, in-vivo
ortamlarda test edilerek kosullandirilmis medyumun potansiyel koruyucu ve/veya onarici etkisi

biyolojik sistemler lizerinde de test edilebilir.
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