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ÖZET	

İYONİZE	EDİCİ	RADYASYONUN	NEDEN	OLDUĞU	NÖRAL	HÜCRE	HASARININ	BAĞIŞIKLIK	
YANITI	İLE	ONARILMASI	

Radyoterapi	(RT)	birçok	kanser	tipinin	tedavisinde	kullanılmakla	beraber,	kanser	odağı	dışındaki	
sağlıklı	 dokular	 üzerinde	 de	 etkisini	 göstermektedir.	 Öğrenme,	 hafıza	 gibi	 çeşitli	 bilişsel	
fonksiyonlar	 ile	 yakından	 ilişkili	 olan	 hipokampus	 (HP),	 radyasyondan	 olumsuz	 yönde	
etkilenmektedir.	 HP'te	 bulunan	 kök	 hücrelerin	 ve	 farklılaşmış	 hücrelerin	 radyasyon	
maruziyetine	 bağlı	 oluşan	 hasara	 nasıl	 cevaplar	 meydana	 getirdiği	 ve	 bu	 cevapların	 hangi	
faktörlerle	 işlediği	 araştırılmaya	 açık	 bir	 konudur.	 Bu	 çalışmanın	 amacı,	 fare	 HP’sinden	 elde	
edilmiş	HT22	hücrelerini	kullanarak	RT'nin	etkisini	in-vitro	ortamda	farklı	açılardan	göstermek	
ve	ardından	radyasyonun	olumsuz	etkilerini	immün	yanıt	yaklaşımı	ile	(makrofaj	hücre	hattı	olan	
RAW264.7	medyumunda	 bulunan	 parakrin	 etkilerle)	 onarmaktır.	 Bu	 çalışmayla,	 iyonize	 edici	
radyasyonun	2	Gy	ve	8	Gy	uygulanan	gruplarda	hücre	kaybına,	kalıcı	morfolojik	değişikliklere,	
antiinflamatuar	yanıtta	etkili	olan	genlerden	Nrf2	ve	Grn	ekspresyonlarında	artışa	neden	olduğu	
gösterilmiştir.	 Canlı	 kalan	 hücre	 koloni	 sayısı,	 gerçek	 zamanlı	 hücre	 analizi	 ve	 apoptoz	
sonuçlarına	 göre,	 fare	 makrofaj-koşullandırılmış	 medyumu	 ile	 bu	 etkiyi	 in-vitro	 ortamda	
onarabilme	 potansiyeli	 olan	 en	 etkili	 grup	 (tedavi	 grubu),	 radyasyondan	 önce	 24	 saat	
koşullandırılmış	 medyum	 uygulanıp	 radyasyondan	 24	 saat	 sonra	 koşullandırılmış	 medyum	
uygulanan	grup	olarak	tayin	edilmiştir.	Bu	grup	seçildikten	sonra		immunoterapi	yaklaşımı	içeren	
tedavi	 grubunun	 radyasyona	 karşı	 48.	 ve	 72.	 saatlerde	 oluşturduğu	 biyolojik	 yanıtlar	
değerlendirilmiştir.	Tedavi	grubunun	8	Gy’lik	radyasyon	hasarına	bağlı	olarak	canlı	kalan	hücre	
koloni	sayısında	ve	apoptoz	oranında	azalmaya	yol	açtığı	tespit	edilmiştir.	Bu	tez	kapsamında,	
radyasyonun	 HT22	 hücreleri	 üzerindeki	 etkisi	 ayrıntılı	 bir	 şekilde	 değerlendirilmiş,	
immünoterapi	 yaklaşımlarının	 radyasyon	 hasarına	 karşı	 koruyucu	 olabileceği	 yönünde	 umut	
vaat	edici	ön	sonuçlar	elde	edilmiştir.	Daha	sonraki	çalışmalarda,	nöral	hücreler	üzerindeki	bu	
etki,	in-vivo	ortamlarda	test	edilerek	koşullandırılmış	medyumun	potansiyel	koruyucu	ve/veya	
onarıcı	etkisi	biyolojik	sistemler	üzerinde	de	test	edilebilir.	

Anahtar	Kelimeler:	HT22;	radyasyon;	radyoterapi;	immünoterapi;	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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sonucu	ölçülen	canlı	kalan	koloni	sayılarının	ortalama	ve	standart	sapma	(±SS)	verileri	
(n=12)	
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Tablo	 4.5.	 İyonize	 radyasyon	 dozlarına	 maruz	 kalan	 ve	 Şekil	 3.4B’de	 özetlenen	
makrofaj	mediası	kombinasyonları	 ile	 tedavi	edilen	HT22	hücrelerinin	CKHKT	 testi	
sonucu	 ölçülen	 canlı	 kalan	 koloni	 sayılarının	 ortalama	 ve	 standart	 sapma	 verileri	
(n=12)	
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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	saflık	tayini	(n=4)	
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Şekil	 2.1.	 İnsan	 beyninde	 hipokampus,	 dentat	 girus	 ve	 forniksi	 gösteren,	 lateral	
ventrikül	boşluğunu	açığa	çıkaran	sağ	beyin	hemisferinin	gösterilmesi	
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Şekil	 2.2.	 Kemirgen	 koronal	 beyin	 kesitinde	 hipokampusteki	 CA1,	 CA2,	 CA3	 ve	 GD	
bölgelerinin	ve	GD’deki	erişkin	hipokampal	nörogenezin	şematik	olarak	gösterilmesi.	
Cornu	Ammonis:	CA,	Radial	Glia	Benzeri	Nöral	Kök	Hücre:	RGB-NKH,	Nöral	Progenitör	
Hücre:	NPH	
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Şekil	3.1.	Fare	makrofaj	hücre	hattının	(RAW264.7)	genel	morfolojik	görüntüsü.	(A)	
Hücrelerin	az	yoğun	olduğu	görüntü,	(B)	Hücrelerin	çok	yoğun	olduğu	görüntü.	Pasaj	
6,	objektif	büyüklüğü:10X	

13	

Şekil	3.2.	Fare	nöral	hipokampal	hücre	hattının	(HT22)	genel	morfolojik	görüntüsü.	
(A)	Hücrelerin	az	yoğun	olduğu	görüntü,	 (B)	Hücrelerin	çok	yoğun	olduğu	görüntü.	
Pasaj	4,	objektif	büyüklüğü:10X	

13	

Şekil	3.3.	Kaynağı	X-ışını	olan	 iyonize	edici	 radyasyon	cihazı	 (A)	Cihazın	yazılım	ve	
donanım	 bölümü	 (B)	 Cihazın	mekanik	 bölümü	 ve	 hücre	 kültür	 flasklarına	 X-ışının	
verildiği	platformun	gösterilmesi	

16	

Şekil	3.4.	Deney	tasarısı	ve	basamaklarının	şematik	olarak	özetlenmesi	 17	

Şekil	3.5.	Basamak	1’deki	grupların	şematik	olarak	gösterilmesi.	(A)	Basamak	1.1’deki	
deney	gruplarının	şematik	gösterimi	(B)	Basamak	1.2’deki	deney	gruplarının	şematik	
gösterilmesi	

19	

Şekil	3.6.	Koşullandırılmış	medyum	(KM)	ile	çeşitli	basamaklarda	ve	çeşitli	sürelerde	
muamele	edilen	HT22	hücre	hatları	ile	oluşturulmuş	canlı	kalan	hücre	kolonisi	testi	ile	
sınanmış	deney	gruplarının	gösterilmesi	(A)	24	saat	KM	ve	48	saat	KM	ile	muamele	
basamaklarının	 kombinasyonlarının	 gösterilmesi	 (B)	 24	 saat	 KM	 ile	 muamele	
süresinin	farklı	basamaklarda	sham	grupları	ile	uygulanmasının	gösterilmesi	

20	

Şekil	3.7.	Basamak	2.1	sonuçlarına	göre	belirlenmiş	tedavi	grupları	üzerindeki	gerçek	
zamanlı	 hücre	 bölünmesi	 analizi	 (xCELLigence)	 deneylerinin	 şematik	 olarak	
gösterilmesi	
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Şekil	 3.8.	 Basamak	 2.2	 sonuçlarına	 göre	 belirlenmiş	 tedavi	 grupları	 üzerindeki	
deneylerin	şematik	olarak	gösterilmesi.	(A)	Zaman	1	(48.	saat)	ve	Zaman	2	(72.	saat)	
olarak	 belirlenmiş	 zaman	noktalarındaki	 deney	 gruplarının	 gösterilmesi	 ve	 gruplar	
üzerinde	uygulanan	yöntemler	(B)	Zaman	1	ve	2	 için	oluşturulan	grupların	şematik	
olarak	açıklanması	

24	

Şekil	3.9.	Cam	tabanlı	konfokal	platelerinde	resim	çekilen	alanların	gösterilmesi	 33	

Şekil	3.10.	Fotoğrafların	Image	J/Fiji	yazılımı	ile	8	bit’lik	gri	skalaya	çevrilmesi.	Objektif	
büyüklüğü:	20X	

33	

Şekil	3.11.	Gri	skalaya	çevrilen	fotoğraflar	üzerinde	hücrelerin	işaretlenmesi.	Objektif	
büyüklüğü:	20X	

34	

Şekil	4.1.	Kuyucuk	başına	koloni	sayısı	belirlemek	için	yapılan	ön	çalışma.	(A)	Kuyucuk	
başına	500	hücre	ekim	sonuçları,	(B)	Kuyucuk	başına	1000	hücre	ekim	sonuçları,	(C)	 36	
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Kuyucuk	 başına	 2000	 hücre	 ekim	 sonuçları,	 (D)	 Kuyucuk	 başına	 4000	 hücre	 ekim	
sonuçları,	(E)	Kuyucuk	başına	10000	hücre	ekim	sonuçları.	%0,5’lik	kristal	violet	

Şekil	4.2.	0,	2,	4,	6,	8,	10	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	
CKHKT	 testi	 ile	 ölçülen	 kolonileri.	 (A)	 0	 Gy	 grubundaki	 kuyucuklarda	 gözlenen	
koloniler,	(B)	2	Gy	grubundaki	kuyucuklarda	gözlenen	koloniler,	(C)	4	Gy	grubundaki	
kuyucuklarda	 gözlenen	 koloniler,	 (D)	 6	 Gy	 grubundaki	 kuyucuklarda	 gözlenen	
koloniler,	(E)	8	Gy	grubundaki	kuyucuklarda	gözlenen	koloniler,	(F)	10	Gy	grubundaki	
kuyucuklarda	gözlenen	koloniler.	%0,5’lik	kristal	violet	
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Şekil	4.3.	0,	2,	4,	6,	8,	10	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	
canlı	 kalan	 hücre	 kolonisi	 testi	 (CKHKT)	 sonucunda	 gözlenen	 canlı	 koloni	 sayıları	
grafiği.	(n=12)	
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Şekil	4.4.	Kontrol	grubunun	genel	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	(A)	Objektif	
büyütmesi	 10X;	 ölçek:10	µm	 (B)	A’da	 siyah	kare	 ile	 çizilen	 alanının	daha	 yakından	
gösterilmesi.	Normal	morfolojideki	nükleus	(asterisk),	nörit	benzeri	uzantılar	(beyaz	
oklar)	
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Şekil	4.5.	2	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	bırakılan	grubun	zamana	göre	değişen	
(6	 sa	ve	24	sa)	genel	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü	 (A,	B)	2	Gy	 radyasyon	
uygulanan	grubun	6	saat	sonrasındaki	(2	Gy_6sa)	genel	ışık	mikroskobik	morfolojik	
görüntüsü	(B)	A’da	siyah	kare	ile	çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi	(C,	D)	2	
Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grubun	 24	 saat	 sonrasındaki	 (2	 Gy_24	 sa)	 genel	 ışık	
mikroskobik	 morfolojik	 görüntüsü	 (D)	 C’de	 siyah	 kare	 ile	 çizilen	 alanının	 daha	
yakından	 gösterilmesi	 (A,	 C).	 Objektif	 büyütmesi:	 10X;	 ölçek:	 10	 µm.	 Nükleus	
(asteriskler),	vezikül	(siyah	oklar),	küntleşmiş	hücre	uzantıları	(beyaz	ok	başları)	

39	

Şekil	4.6.	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	bırakılan	grubun	zamana	göre	değişen	
(6	 sa	ve	24	sa)	genel	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü	 (A,	B)	8	Gy	 radyasyon	
uygulanan	grubun	6	saat	sonrasındaki	(8	Gy_6sa)	genel	ışık	mikroskobik	morfolojik	
görüntüsü	(B)	A’da	siyah	kare	ile	çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi	(C,	D)	8	
Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grubun	 24	 saat	 sonrasındaki	 (8	 Gy_24	 sa)	 genel	 ışık	
mikroskobik	 morfolojik	 görüntüsü	 (D)	 C’de	 siyah	 kare	 ile	 çizilen	 alanının	 daha	
yakından	 gösterilmesi	 (A,	 C)	 Objektif	 büyütmesi:	 10X;	 ölçek:	 10	 µm.	 Nükleus	
(asteriskler),	vezikül	(siyah	oklar),	multipolar	nükleus	(siyah	ok	başları),	küntleşmiş	
hücre	uzantıları	(beyaz	ok	başları)	

40	

Şekil	 4.7	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 ve	 farklı	 dozlardaki	 iyonize	 edici	 radyasyon	
maruziyeti	sonrası	morfolojilerinin	ışık	mikroskobik	görüntüleri.	(A,	D)	Kontrol,	(B,	E)	
2	Gy	(C,	F)	8	Gy	iyonize	edici	radyasyon	uygulanmasından	sonra,	6.	saatteki	morfolojik	
görüntüleri,	 (D)	A’da	 siyah	kare	 ile	 çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi,	 (E)	
B’de	siyah	kare	ile	çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi,	(F)	C’de	siyah	kare	ile	
çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi.	Nükleus	(asteriskler),	lamellipodia	(sarı	
oklar).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	µm	
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Şekil	4.8.	HT22	hücre	hattının	kontrol	grubu	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	
Nükleus	 (asteriskler),	 nükleoluslar	 (N),	 lamellipodia	 (sarı	 oklar),	 veziküller	 (siyah	
oklar).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	µm	
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Şekil	 4.9.	 HT22	 hücre	 hattının	 2	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	maruz	 kalan	 grubun,	
radyasyondan	sonraki	6.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	 lamellipodia	 (sarı	 oklar),	 veziküller	 (siyah	 oklar).	 %0,1’lik	 toluidin	
mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	µm	

42	
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radyasyondan	sonraki	6.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	 veziküller	 (siyah	 oklar).	 %0,1’lik	 toluidin	 mavisi;	 objektif	 büyüklüğü:	
100X,	ölçek:10	µm	
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Şekil	4.	11.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubun,	
radyasyondan	sonraki	24.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	 veziküller	 (siyah	 oklar),	 izolasyon	 membranı	 (siyah	 kalın	 oklar),	
mikronükleus	 (sarı	 ok	 başları).	%0,1’lik	 toluidin	mavisi;	 objektif	 büyüklüğü:	 100X,	
ölçek:10	µm	
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Şekil	 4.	 12.	HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 neden	 olduğu	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 (A)	 Kontrol	
grubunun	6	saat	sonundaki	morfolojisi	(B)	2	Gy	grubunun	6	saat	sonundaki	morfolojisi	
(C)	8	Gy	grubunun	6	saat	sonundaki	morfolojisi.	Büyütme	5000X,	ölçek:	5	µm		
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Şekil	 4.13.	HT22	 hücrelerinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 görüntüsü.	 (A)	 Kontrol	
grubundaki	hücrelerin	6	saat	sonundaki	genel	morfolojisi.	Büyütme:	5000X,	ölçek	5	
µm.	 (B)	kontrol	 grubunun	6	 saat	 sonundaki	normal	yapıdaki	 granüllü	endoplazmik	
retikulumların	 (siyah	 oklar)	 ve	 mitokondriyonların	 (siyah	 ok	 başları)	 morfolojisi.	
Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm.	Normal	yapıdaki	nükleus	(asteriskler)	ve	lamellipodia	
(sarı	oklar)	
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Şekil	 4.14.	HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubu	 hücreleri.	 Normal	 yapıdaki	 nükleus	
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Şekil	 4.15.	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubu	 hücreleri.	 Normal	 yapıdak	 nükleus	
(asterisk),	 lamellipodia	 (sarı	 oklar),	 granüllü	 endoplazmik	 retikulumların	 (siyah	
oklar),	mitokondrionlar	(siyah	ok	başları).	Büyütme:	25000X,	ölçek:	1	µm	
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Nükleus	 (asterisk),	 granüllü	 endoplazmik	 retikulumlar	 (siyah	 oklar),	
mitokondriyonlar	 (siyah	 ok	 başları),	 lizozomlar	 (kırmızı	 oklar).	 Büyütme:	 25000X;	
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Şekil	4.17.	HT22	hücrelerine	uygulanan	2	Gy	iyonize	edici	radyasyonun	neden	olduğu	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 (A)	 2	 Gy	
radyasyon	grubunun	6	saat	sonundaki	genel	morfolojisi.	Büyütme:	5000X,	ölçek	:5	µm.	
(B)	 2	 Gy	 radyasyon	 grubunun	 6	 saat	 sonundaki	 lamellipodia	 (sarı	 oklar)	 ve	 artış	
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Nükleus	(asteriskler),	lamellipodia	(sarı	oklar).	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	
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Şekil	 4.19.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 2	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	
sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	(asterisk),	otofagozom	(beyaz	ok),	normal	yapıdaki	mitokondriyonlar	(siyah	
ok	başları).	Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	µm	
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Şekil	 4.20.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 2	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	
sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nukleus	 (asterisk),	 sayısı	artmış	veziküller	 (mavi	oklar)	ve	 sayısı	artmış	 lizozomlar	
(kırmızı	oklar).	Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	µm	
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sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	

48	



Ayla	Batu	Öztürk,	Doktora	Tezi,	Sağlık	Bilimleri	Enstitüsü,	Mersin	Üniversitesi,	2023	

xiv	

	

	 Sayfa	
Nükleus	 (asterisk),	 izolasyon	 membranları	 (siyah	 kalın	 oklar).	 Büyütme:	 10000X,	
ölçek:	 5	 µm.	 Nükleus	 (asterisk),	 izolasyon	membranı	 (siyah	 kalın	 oklar).	 Büyütme:	
10000X,	ölçek:	5	µm	

Şekil	4.22.	HT22	hücrelerine	uygulanan	8	Gy	iyonize	edici	radyasyonun	neden	olduğu	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 (A)	 8	 Gy	
radyasyon	grubunun	6	saat	sonundaki	morfolojisi.	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm.	(B)	
Büyütme:	 15000X,	 ölçek:	 2	 µm.	 (C)	 Büyütme:	 7500X,	 ölçek:	 0,5	 µm.	 Nükleus	
(asteriskler),	otofagozom	(beyaz	ok),	dejenere	mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları)	
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sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	 (asterisk),	 dejenere	 mitokondriyonlar	 (siyah	 ok	 başları),	 genişlemiş	 GER	
sisternaları	(siyah	oklar).	Büyütme:20000X,	ölçek:	2	µm	
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sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	(asterisk),	genişlemiş	GER	sisternaları	(siyah	oklar).	Büyütme:12000X,	ölçek:	
2	µm	
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sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	(asterisk),	genişlemiş	GER	sisternaları	(siyah	oklar).	Büyütme:12000X,	ölçek:	
2	µm	
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morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 (A)	 8	 Gy	
radyasyonun	 24	 saat	 sonundaki	 morfolojisi.	 Büyütme:5000X,	 ölçek:	 5	 µm.	 (B)	
Büyütme:15000X,	ölçek:	2	µm.	Nükleus	(asteriskler),	izolasyon	membranı	(kalın	siyah	
oklar),	genişlemiş	GER	sisternaları	(siyah	oklar),	mikronükleuslar	(sarı	ok	başları)	
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Şekil	 4.27.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	
sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	 (asterisk),	 izolasyon	 membranları	 (kalın	 siyah	 oklar),	 Büyütme:10000X,	
ölçek:	2	µm	
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Şekil	 4.28.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	
sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	(asterisk),	izolasyon	membranları	(kalın	siyah	oklar),	filopodia	(kalın	beyaz	
ok).	Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	µm	

52	

Şekil	 4.29.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	
sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	(asteriskler),	genişlemiş	GER	sisternaları	(siyah	oklar),	izolasyon	memranları	
(siyah	kalın	oklar).	Büyütme:15000X,	ölçek:	2	µm	

53	

Şekil	 4.30.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	
sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	(asterisk),	genişlemiş	GER	sisternaları	 (siyah	oklar),	mikronükleus	(sarı	ok	
başı),	lizozom	(kırmızı	ok),	veziküller	(mavi	ok).	Büyütme:15000X,	ölçek:	2	µm	

53	

Şekil	 4.31.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	
sonundaki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Nükleus	(asterisk),	izolasyon	memranları	(siyah	kalın	oklar).	Büyütme:	15000X,	ölçek:	
2	µm	

54	
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Şekil	 4.32.	 Kontrol,	 2	 ve	 8	 Gy	 iyonize	 radyasyon	 dozlarına	 maruz	 kalan	 HT22	
hücrelerinin	 CKHKT	 testi	 ile	 ölçülen	 ve	 zamana	 bağlı	 değişen	 koloni	 görüntüleri.	
%0,5’lik	kristal	violet	

55	

Şekil	 4.	 33.	 Kontrol,	 2	 ve	 8	 Gy	 iyonize	 radyasyon	 dozlarına	 maruz	 kalan	 HT22	
hücrelerinin	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	ve	zamana	bağlı	değişen	koloni	sayısı	grafiği	
(n=24)	

55	

Şekil	4.34.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	ve	erken	apoptoza	uğrayan	HT22	hücrelerinin	tüm	
popülasyona	oranının	gösterilmesi	(n=4)	

56	

Şekil	4.35.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	 dozlarına	maruz	 kalan	 ve	 geç	 apoptoza	 uğrayan	HT22	hücrelerinin	 tüm	
popülasyona	oranının	gösterilmesi	(n=4)	

57	

Şekil	4.36.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	 dozlarına	 maruz	 kalan	 ve	 nekroza	 uğrayan	 HT22	 hücrelerinin	 tüm	
popülasyona	oranının	gösterilmesi	(n=4)	

57	

Şekil	4.37.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	grupların	erken,	geç	apoptoz	ve	nekroza	uğrayan	
HT22	hücrelerinin	popülasyon	oranlarının	gösterilmesi.	İşaretlenmemiş	hücreler	(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)	

58	

Şekil	4.	38.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Nrf2	mRNA	ekspresyonunun	kat	
değişim	grafiği.	(n=4)	

59	

Şekil	4.	39.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Grn	mRNA	ekspresyonunun	kat	
değişim	grafiği.	(n=4)	

60	

Şekil	4.	40.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Bdnf	mRNA	ekspresyonunun	kat	
değişim	grafiği.	(n=4)	

61	

Şekil	4.41.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Dusp22	mRNA	ekspresyonunun	
kat	değişim	grafiği.	(n=4)	

61	

Şekil	4.	42.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	
radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	C9orf72	mRNA	ekspresyonunun	
kat	değişim	grafiği.	(n=4)	

62	

Şekil	4.43.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	
ile	 ölçülen	 ve	 Şekil	 3.4A’da	 özetlenen	makrofaj	mediası	 kombinasyonları	 ile	 tedavi	
edilen	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	canlı	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’lik	kristal	violet	

63	

Şekil	4.	44.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Şekil	3.6A’daki	
gruplar	arasındaki	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	yüzde	canlı	kalan	koloni	oranı	grafiği.	
Grup	(G),	radyasyon	(Rad),	makrofaj	medyası	(Mak),	saat	(s).	(n=12)	

63	

Şekil	4.	45.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	
ile	ölçülen	ve	Şekil	3.4B’	de	özetlenen	makrofaj	mediası	kombinasyonları	 ile	 tedavi	
edilen	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	canlı	kalan	kolonileri.	(A)	G1-B,	

64	
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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	

Şekil	4.	46.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Şekil	3.6B’deki	
gruplar	arasındaki	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	yüzde	canlı	kalan	koloni	oranı	grafiği.	
Grup	(G),	radyasyon	(Rad),	makrofaj	medyası	(Mak),	saat	(s).	(n=12)	

65	

Şekil	 4.47.	Tüm	 grupların	 (G1-G10)	 zamana	 bağlı	 (120	 saat)	 gerçekleştirilen	 hücre	
indeks	eğrisi	(n=4)	

66	

Şekil	4.48.	Zamana	bağlı	(120	saat)	gerçekleştirilen	hücre	indeks	eğrisi.	(A)	G1,	G2,	G3	
ve	G5	gruplarının	zamana	bağlı	hücre	indeks	eğrisi	(B)	G2,	G3,	G4,	G5	ve	G6	gruplarının	
zamana	bağlı	hücre	indeks	eğrisi	(n=4)	

67	

Şekil	4.	49.	G2,	G3	ve	G5	gruplarının	zamana	bağlı	hücre	indeks	eğrisi.	(A)	G2,	G3	ve	G5	
gruplarının	0-	120	saatleri	arasındaki	hücre	indeks	eğrisi	(B)	G2,	G3	ve	G5	gruplarının	
36-72	saatleri	arasındaki	hücre	indeks	eğrisi	(n=4)	

67	

Şekil	 4.	 G1,	G2,	G3	 ve	G5	 gruplarının	36-72	 saatleri	 arasındaki	 hücre	 indeks	 eğrisi.	
(n=4)	

68	

Şekil	 4.51.	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubunun	 ışık	 mikroskobik	 morfolojik	
görüntüsü.	 %0,1’lik	 toluidin	 mavisi;	 objektif	 büyütmesi:	 Normal	 yapıda	 nükleus	
(asteriskler),	 lamellipodia	 (sarı	 oklar),	 nükleolus	 (N).	 Objektif	 büyüklüğü:100X;	
ölçek:10	µm	

69	

Şekil	4.	52.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	 saatindeki	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	 veziküller	 (siyah	 oklar),	 izolasyon	 membranı	 (siyah	 kalın	 ok),	 dev	
polimorfonükleer	 hücre	 (siyah	 yıldız).	 %0,1’lik	 toluidin	 mavisi;	 objektif	
büyüklüğü:100X,	ölçek:10	µm	

70	

Şekil	4.	53.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	 saatindeki	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	 veziküller	 (siyah	 oklar),	 izolasyon	 membranı	 (siyah	 kalın	 ok),	
mikronükleus	 (sarı	 ok	 başı).	 %0,1’lik	 toluidin	 mavisi;	 objektif	 büyüklüğü:	 100X,	
ölçek:10	µm	

70	

Şekil	4.	54.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	 saatindeki	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	 veziküller	 (siyah	 oklar),	 izolasyon	 membranı	 (siyah	 kalın	 ok),	
mikronükleus	 (sarı	 ok	 başı).	 %0,1’lik	 toluidin	 mavisi;	 objektif	 büyüklüğü:100X,	
ölçek:10	µm	

71	

Şekil	4.	55.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	 saatindeki	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	 apoptotoik	 hücreler	 (A).	 %0,1’lik	 toluidin	 mavisi;	 objektif	
büyüklüğü:100X,	ölçek:10	µm	

71	

Şekil	4.	56.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyon	uygulanmayıp	sadece	KM	
ile	 muamele	 edilen	 sham	 grubunun	 48.	 saatindeki	 ışık	 mikroskobik	 morfolojik	
görüntüsü.	 Nükleus	 (asteriskler),	 veziküller	 (siyah	 oklar).	 %0,1’lik	 toluidin	mavisi;	
objektif	büyüklüğü:	100X;	ölçek:10	µm	

72	

Şekil	 4.57.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojik	 değişikliklerin	 ışık	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	Nükleus	(asteriskler),	sayısı	azalma	gösteren	izolasyon	membranı	(siyah	

73	
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kalın	ok)	ve	sayısı	azalma	gösteren	mikronükleuslar	(sarı	ok	başları).	%0,1’lik	toluidin	
mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X;	ölçek:10µm	

Şekil	 4.	 58.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojik	 değişikliklerin	 ışık	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	 Nükleus	 (asteriskler),	 sayısı	 azalma	 gösteren	 veziküller	 (siyah	 oklar).	
%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X;	ölçek:10	µm	

73	

Şekil	 4.	 59.	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubunun	 elektron	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	 Normal	 yapıdaki	 nükleus	 (asteriskler),	 lamellipodia	 (sarı	 oklar).	
Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	

74	

Şekil	 4.	 60.	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubunun	 elektron	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	 Normal	 yapıdaki	 nükleus	 (asteriskler),	 lamellipodia	 (sarı	 oklar).	
Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	µm	

75	

Şekil	 4.	 61.	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubunun	 elektron	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	Normal	yapıdaki	nükleus	(asterisk),	mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları).	
Büyütme:	20000X,	ölçek:	1	µm	

75	

Şekil	4.62.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	sonraki	48.	saatindeki	morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	
olarak	gösterilmesi.	Nükleuslar	 (asteriskler),	 sayısı	artmış	mikronükleuslar	 (sarı	ok	
başları),	filopodialar	(kalın	beyaz	oklar),	izolasyon	membranı	(siyah	kalın	ok),	sayısı	
artmış	veziküller	(mavi	oklar).	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	

76	

Şekil	4.63.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	sonraki	48.	saatindeki	morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	
olarak	 gösterilmesi.	 Nükleus	 (asteriskler),	 sayısı	 artmış	 veziküller	 (mavi	 oklar)	 ve	
sayısı	artmış	otofagozomlar	(beyaz	oklar).	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	

77	

Şekil	4.64.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	 sonraki	 48.	 saatindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	Büyütme:5000X,	ölçek:	5	µm	

77	

Şekil	4.65.	HT22	hücre	hattının	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubunun,	
radyasyondan	 sonraki	 48.	 saatindeki	 bozulmuş	 kromozom	 morfolojisinin	 (kırmızı	
asteriskler)	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm	

78	

Şekil	 4.66.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	

79	

Şekil	 4.67.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm.	

79	

Şekil	 4.68.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	

80	

Şekil	 4.69.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	

80	

Şekil	 4.70.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm	

81	
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Şekil	 4.71.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	Normal	yapıdaki	nükleus	(asterisk),	mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları).	
Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm	

81	

Şekil	 4.72.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	µm	

82	

Şekil	 4.73.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 tedavi	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm.	

82	

Şekil	 4.74.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 sham	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm	

83	

Şekil	 4.75.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 sham	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm	

83	

Şekil	 4.76.	 8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 sham	
grubunun	 48.	 saattindeki	 morfolojisinin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm	

84	

Şekil	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)	gruplarında	popülasyondaki	erken	apoptoz	
yüzdesi.	(n=6)	

85	

Şekil	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)	gruplarında	popülasyondaki	geç	apoptoz	
yüzdesi.	(n=6)	

86	

Şekil	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)	 gruplarında	 popülasyondaki	 nekrozis	
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1.GİRİŞ	

Tedavi	amaçlı	kullanılan	iyonize	edici	radyasyon	(radyoterapi,	RT),	primer	ve	metastatik	

beyin	tümörleri,	merkezi	sinir	sistemi	(MSS)	odaklı	lösemik	lenfomalar	ve	baş	boyun	kanserleri	

de	dahil	olmak	üzere,	tüm	kanser	hastalarının	%60’ında	tek	başına	veya	cerrahi	ya	da	kemoterapi	

ile	birlikte	kullanılan	 esas	 tedavi	biçimlerinden	birisidir	 [1–3].	RT’	nin	kanseri	 tedavi	 ederken	

sağlıklı	 dokular	 üzerinde	 tahrip	 edici	 etkiler	 oluşturduğu	 bilinmektedir.	 Örneğin,	 öğrenme	 ve	

hafıza	gibi	temel	bazı	bilişsel	fonksiyonların	ortaya	çıkmasında	önemli	payı	olan	hipokampus	(HP)	

dokusunun	RT’	den	etkilenen	başlıca	dokulardan	biri	olduğu	gözlenmektedir.	Öte	yandan,	RT’	nin	

HP	 üzerinde	 oluşturduğu	 patolojik	 sonuçların	 altında	 yatan	 hücresel	 ve	moleküler	 düzeydeki	

etmenler	hakkında	yeterli	bilgi	bulunmamaktadır.		

Erişkin	Hipokampal	Nörogenez	(EHN)	adı	verilen	nörobiyolojik	süreçler	sonucunda	oluşan	

granüler	 nöronların	 lokal	 nöral	 ağda	 kurduğu	 bağlantıların,	 hipokampal	 fonksiyonların	

oluşmasında	 başrol	 oynadığı	 bilinmektedir.	 HP’	 nin	 gyrus	 dentatus’unda	 (DG)	 gerçekleşen	

hipokampal	nörogenez;	her	bir	seferinde	yeni	doğan	kök	hücrelerin	sayılarını	arttırdığı,	aşamalı	

olarak	 farklılaştığı	 ve	 programlı	 hücre	 ölümlerinden	 sonra	 kalanların	 olgun	 ve	 fonksiyonel	

nöronlara	dönüştüğü,	tüm	hayat	boyunca	işleyen	bir	nöron	yapım	döngüsü	olarak	adlandırılabilir	

[4–8].	Diğer	yandan,	öğrenme	ve	hafıza	gibi	önemli	bilişsel	işlevlerin	ortaya	çıkmasından	sorumlu	

HP’	deki	nörobiyolojik	olaylar,	genetik	ve	çevresel	birçok	faktörün	etkisi	altındadır.	Söz	konusu	

liste	oldukça	uzun	olmakla	birlikte,	bu	tez	kapsamının	ana	unsurlarından	biri	olan	iyonize	edici	

radyasyon	 maruziyeti,	 sağlıklı	 ve	 hipokampal	 bağımlı	 bilişsel	 fonksiyonlar	 üzerindeki	 önemli	

çevresel	risk	faktörlerinden	biridir.	

Baş	bölgesi	tümörlerinin	tedavisinde	sıklıkla	kullanılan	RT	işlemi,	kanser	odağını	ortadan	

kaldırırken,	 sağlıklı	beyin	dokusu	üzerinde	oluşturduğu	hasardan	dolayı	kısa	süreli	veya	kalıcı	

bilişsel	sağlık	problemlerine	yol	açabilmektedir.	Çalışmamız,	özellikle	tedavi	amaçlı	uygulanılan	

RT’nin	 oluşturduğu	 etkiler	 ile	 ilgilenmektedir.	 Amacımız,	 kanser	 tedavisinde	 kullanılan	RT’nin	

limbik	sistemin	önemli	anatomik	yapılarından	biri	olan	ve	öğrenme	ve	hafıza	başta	olmak	üzere,	

normal	 bilişsel	 fonksiyonların	 düzenlendiği,	 aynı	 zamanda	 stres,	 anksiyete	 gibi	 anormal	

durumlara	karşı	direncin	yönetildiği	bir	beyin	bölgesi	olan	[4,5]	HP	üzerinde	oluşturduğu	tahrip	

edici	 etkisini	 incelemektir.	 Bunun	 için	 ilk	 olarak,	 HT22	 fare	 hipokampal	 nöral	 hücre	 hattını	

kullanarak,	hücreleri	iyonize	edici	radyasyona	maruz	bırakıp	in-vitro	düzeyde	RT’yi	modelleyip,	

daha	 sonrasında	 radyasyonun	 olumsuz	 etkilerini	 immünoterapi	 yaklaşımıyla	 in-vitro	 olarak	

onarmaktır.	

Bu	 çalışmada	 ilk	 olarak,	 HT22	 hücreleri	 için	 literatürden	 seçilen	 en	 uygun	 iki	 farklı	

radyasyon	 dozu	 belirlenmiştir.	 Bu	 dozların	 zamana	 bağlı	 hücreler	 üzerinde	 oluşturduğu	

değişiklikler,	morfolojik	düzeyde	ışık	ve	elektron	mikroskopiyle	ve	farklı	seviyelerdeki	apoptotik	
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etkileri	akım	sitometrisi	ve	canlı	kalan	hücre	kolonisi	testi	ile	incelenmiştir.	Buna	paralel,	iki	farklı	

doz	uygulandıktan	sonra	farklı	zamanlarda,	HT22	hücrelerinde	nöroinflamasyon,	proliferasyon,	

nörogenez	 ve	 apoptotik/anti	 apoptotik	 olaylarda	 rol	 oynadığı	 bilinen	bazı	 genlerin	 (Nrf2,	 Grn,	

Bdnf,	Dusp22,	C9orf72)	ifadeleri	kantitatif-RT-PCR	yöntemi	ile	analiz	edilerek	değerlendirilmiştir.	

Çalışmamızın	 ilk	 basamağında	 gerçekleştirilen	 değerlendirmeler	 neticesinde,	 bir	 sonraki	

basamaktaki	in-vitro	kraniyal	RT	modelinin	ana	hatları	belirlenmiştir.	İkinci	basamakta,	iyonize	

edici	 radyasyonun	 HT22	 hücreleri	 üzerinde	 oluşturduğu	 çeşitli	 düzeylerdeki	 hasarın,	 in-vitro	

ortamda	 makrofaj	 (RAW264.7	 hücre	 hattı)	 medyumu	 (Koşullandırılmış	 Medyum,	 KM)	

kullanılarak	onarılması	amaçlanmıştır.	Böylece,	radyasyona	bağlı	olarak	çalışma	düzeni	bozulan	

hücrelerin,	 makrofaj	 medyumundaki	 parakrin	 yollarla,	 radyasyonun	 HT22	 hücrelerinde	

oluşturduğu	hücresel	ve	moleküler	hasarları	onarabileceği	veya	azaltabileceği	hipotezi	kurulmuş	

ve	sonuçlar	bu	çerçevede	tartışılmıştır.	
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2.	KAYNAK	ARAŞTIRMALARI	

2.1.	Hipokampus	

2.1.1.	Anatomisi	ve	Histolojisi	

Beynin	hafıza	işleme,	öğrenme,	karar	verme,	uzamsal	konumlanma	ve	duygularla	ilişkili,	

limbik	sisteminin	bir	parçası	olan	hipokampal	oluşum	(HO),	hipokampus	(HP),	HP’nin	yüzeyi	olan	

alveus,	fimbria	hipocampi	ve	gyrus	dentatustan	(GD)	oluşmaktadır	[9–13]	(Şekil	2.1).	Hipokampal	

oluşumun	önemli	bir	parçası	olan	HP,	morfolojik	olarak	denizatına	benzediğinden	dolayı,	Yunanca	

denizatı	 anlamına	 gelecek	 şekilde	 (Yunanca:	 ιππος,	 hippos	 =	 at,	 καμπος,	 kampos	 =	 deniz)	

isimlendirilmiştir	 [14].	Hipokampus,	 kısa	 süreli	 hafızayı	 (epizodik	hafıza)	uzun	 süreli	 hafızaya	

dönüştürür,	uzamsal	belleği	 çözer	ve	yerlerin	geçmiş	deneyimlerini	hatırlamamızı	 sağlar.	Aynı	

zamanda	bir	kişinin	duygu	ve	davranışlarında	önemli	bir	rol	oynar	[9].	

İnsan	 beyninde,	 yaklaşık	 4-5	 cm	 uzunluğunda	 olan	 ve	 lobus	 temporalisin	 derinlerine	

yerleşmiş	 olarak	 bulunan	 HP,	 vetriculus	 lateralisin	 cornu	 inferiusunun	 tabanı	 boyunca	

uzanmaktadır	[9,11]	(Şekil	2.1).	Hipokampusun	ventriküllere	bakan	yüzeyi	konveks,	hemisferin	

alt	kısmına	bakan	yüzeyi	ise	konkavdır	ve	pes	hipokampi	denilen	geniş	bir	ön	uca	sahiptir	[11,15]	

(Şekil	2.1).	Kemirgenlerde	ise	HP,	neokorteksin	altında	yer	alan	ve	nispeten	büyük,	kaju	şeklinde	

bir	yapıdır	 [16].	HP’nin	uzunlamasına	eksenine	genelde	dorsal-ventral	eksen	denir.	Dorsal	HP,	

primatların	arka	HP’sine	denk	gelir	ve	HP’nin	en	rostral	kısmıdır.	Daha	kaudal	 seviyelerde	 ise	

ventral	 olarak	kıvrılır.	Ventral	HP,	primatların	ön	HP’sine	karşılık	 gelmektedir	 ve	 amigdala	 ve	

prefrontal	korteks	ile	bağlantılıdır	[16,17].	

	

Şekil	 2.1.	 İnsan	 beyninde	 hipokampus,	 dentat	 girus	 ve	 forniksi	 gösteren,	 lateral	 ventrikül	
boşluğunu	açığa	çıkaran	sağ	beyin	hemisferinin	gösterilmesi	[11].	
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Koronal	 beyin	 kesitlerinde	 C	 harfi	 şeklinde	 görülen	 HP,	 HP’nin	 farklı	 katmanlarını	

tanımlayan	ve	koç	boynuzuna	benzeyen	Cornu	Ammonis	1	(CA1),	CA2,	CA3	ve	CA4	hipokampal	

alt	alanlarından	ve	GD	olarak	uzanan	bölgeden	meydana	gelir.	CA1	subikuluma,	CA4	ise	GD’a	en	

yakın	olan	bölgedir	[9,13,14,17,18].	Kemirgenlerde	ise	CA1,	CA2,	CA3	hipokampal	alt	alanlarından	

ve	GD’den	oluşmaktadır	[9,17,18]	(Şekil	2.2).	CA	bölgelerinin	boyutları	hipokampal	segmentlere	

bağlı	olarak	değişkenlik	göstermekle	birlikte,	hipoksiye	duyarlılıklarına	göre	sınıflandırılmıştır.	

Buna	 göre,	 CA1	 hipoksiye	 karşı	 hassas	 bir	 alan	 olarak	 bilinirken	 CA3'ün	 daha	 dirençli	 olduğu	

düşünülmektedir	[9].	HP,	histolojik	olarak	4	ile	7	tabaka	arasında	olduğu	literatürde	değişkenlik	

göstermekle	birlikte,	temel	olarak	GD’ye	en	uzak	alandan	başlayarak	alveus,	Stratum	(St.)	oriens,	

St.	 pramidalis,	 St.	 lusidum,	 St.	 radiatum,	 St.	 lakünozum	 ve	 St.	 molekülare	 tabakalarından	

oluşmaktadır	[14,19,20].		

	

Şekil	2.2.	Kemirgen	koronal	beyin	kesitinde	hipokampusteki	CA1,	CA2,	CA3	ve	GD	bölgelerinin	ve	
GD’deki	erişkin	hipokampal	nörogenezin	şematik	olarak	gösterilmesi.	Cornu	Ammonis:	CA,	Radial	
Glia	Benzeri	Nöral	Kök	Hücre:	RGB-NKH,	Nöral	Progenitör	Hücre:	NPH.	

Hipokampüsün	 bir	 diğer	 tabakası	 GD’dir	 ve	 insanlarda	 U	 şeklinde	 bir	 yapı	 olup	 adını	

morfolojik	olarak	dişli	görünümünden	almaktadır	[9].	GD,	histolojik	olarak,	GD’nin	en	yüzeydeki	

tabakası	olan	moleküler	tabakadan	(MT),	GD’nin	ana	nöronları	olan,	granüler	hücre	gövdelerinin	

bulunduğu	ve	6-8	tabakadan	oluşan	granüler	hücre	tabakasından	(GHT),	subgranüler	tabakadan	

(SGT)	ve	GD’nin	 en	 iç	 kısmında,	polimorfik	 tabaka	olarak	da	 isimlendirilen,	GHT	aksonlarının,	

sepet	 hücrelerinin	 (basket	 cell),	 yosunsu	 hücrelerin	 (mossy	 cell)	 ve	 GABAerjik	 ve	 glutamerjik	

internöronların	bulunduğu	hilustan	oluşmaktadır	 [21–23]	 (Şekil	2.2).	HP’de	en	 temel	hücresel	

işleyiş	olarak	bilinen	EHN,	GD’deki	tek	bir	hücre	tabakası	olan	SGT’de	meydana	gelmektedir.	Bu	

hücre	tabakasında	nörogenez,	radyal	glia	benzeri	nöral	kök	hücrelerin	(RGB-NKH)	sessiz	evreden	

çıkıp,	çoğalarak	nöral	progenitor	hücrelere	(NPH)	farklandığı,	bir	kısmının	apoptozise	uğradığı	ve	

en	sonunda	fonksiyonel	olgun	nöronlara	dönüştüğü	süreçte	gerçekleşmektedir	[6–8,23–25].	
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2.1.2.	Embriyonik	Gelişimi	

Merkezi	sinir	sisteminin	(MSS)	embriyonik	olarak	gelişimi,	nöral	ektodermin	belirip	nöral	

tüpün	oluşumunu	takiben,	nörülasyon	olarak	bilinen	bir	süreçle	nöroektodermal	(nöroepitelyal)	

hücrelerin	 proliferasyonu	 ve	 farklılaşmasıyla	 başlamaktadır	 [26,27]	 (Şekil	 2.3).	 Nörogenez	

başladığında,	 nöral	 tüpteki	 tüm	 nöroepitelyal	 hücreler	 radyal	 glial	 hücrelere	 (RGH)	 dönüşür.	

Birkaç	nöron	doğrudan	nöroepitelden	gelişse	de	RGH'ler,	hem	nöronlar	hem	de	glial	hücrelerin	

progenitörlerine	 farklanır	 [28,29].	 RGH'ler,	 perinatal	 ve	 postnatal	 dönemde	 parankimal	

astrositlere	 ve	 ependimal	 hücrelere	 dönüşür	 ya	 da	 lateral	 ventriküllerin	 duvarında	

(subventriküler	zon,	SVZ)	ve	hipokampüsteki	GD’nin	 subgranüler	zonunda	 (SGZ)	erişkin	nöral	

kök	hücreler	(eNKH)	olarak	da	gelişmektedir	[30].	Bu	bölgelerdeki	olgunlaşmamış	nöroblastlar,	

SVZ’de	 farklı	 nöron	 tiplerine	 dönüşürken,	 SGZ’de	 tek	 nöron	 tipi	 olan	 granüler	 nöronlara	

farklanmaktadır	[30–33].	

	

Şekil	2.3.	Nöral	tüpün	embriyonik	gelişiminin	şematik	gösterilmesi	[34].	

Embriyonik	olarak,	 telensefalonun	medial	bölgelerinden	gelişen	HP,	erken	fetal	hayatta	

temporal	lobun	medial	duvarı	ve	tabanı	boyunca	hipokampal	fissür	ile	çevrili,	katlanmamış	bir	

yapıda,	 düz	 bir	 kortikal	 plaka	 olup,	 serebral	 hemisferin	 inferomedial	 yüzeyi	 boyunca,	 gelişim	

sırasında	 C	 şeklindeki	 koroid	 fissürünün	 dış	 sınırını	 takip	 eder	 [14,35,36]	 (Şekil	 2.4).	 Fetal	

dönemin	 ilerleyen	 haftalarında,	 çeşitli	 bileşenlerin	 kademeli	 olarak	 katlanması,	 neokorteksin	

genişlemesi	ve	birçok	hipokampal	yapının	eşit	olmayan	büyümesinin	bir	sonucu	olarak	GD	ve	CA	

içe	doğru	katlanmaya	başlar	[35].	Katlanma,	ilk	başlarda	GD	ve	CA	arasında	gelişirken	daha	sonra	

GD	ve	subikulum	arasında	bir	konuma	kayan	ve	hipokampal	sulkus	olarak	isimlendirilen	sulkusun	

çevresinde	gerçekleşmektedir	[35]	(Şekil	2.4).	Bu	süreçte	sulkus	hala	açıkken	gelişimin	sonlarında	

hipokampal	sulkus	oblitere	olur	 [35].	20.	haftalarda,	 fötal	hipokampus	erişkin	hipokampusuna	

benzemeye	 başlar	 [14,27,35,36]	 (Şekil	 2.4)	 ve	 nihayetinde,	 anatomik	 olarak	 temporal	 lobun	

medial	kısmında	gömülü	olarak	yerleşim	gösterir	[9,15,20].	



Ayla	Batu	Öztürk,	Doktora	Tezi,	Sağlık	Bilimleri	Enstitüsü,	Mersin	Üniversitesi,	2023	

6	

	

	

Şekil	2.4.	Hipokampüsün	fetal	gelişiminin	şematik	olarak	gösterilmesi	[35].	

2.2.	İyonize	Edici	Radyasyon	

Radyasyon,	ısı,	ışık,	mikrodalgalar,	X-ışınları,	radyoaktif	elementlerden	yayılan	ışınlar	gibi	

bir	kaynaktan	yayılan	elektromanyetik	dalga	veya	parçacıklar	biçimindeki	enerji	yayılımıdır	ve	

iyonize	edici	ve	iyonize	edici	olmayan	olarak	sınıflandırılmaktadır	[37–39].	İyonize	edici	olmayan	

radyasyon,	 görünür	 ışık,	 kızılötesi	 ışınlar,	 radyo	 dalgaları,	 mikrodalgalar	 ve	 güneş	 ışığı	 gibi	

kaynaklar	olup	iyonize	edici	olan	radyasyona	göre	daha	az	enerjiye	sahiptir	[40,41].	Alfa	(α),	beta	

(β),	 gamma	 (γ),	 X-ışını	 ve	 nötron	 radyasyonu	 (n)	 gibi	 iyonize	 edici	 radyasyon	 ise	 atomların	

etrafındaki	elektronları	yörüngelerinden	dışarı	çıkartabilir,	elektron/proton	dengesini	bozabilir	

ve	 atoma	 pozitif	 bir	 yük	 kazandırabilir	 [40].	 Tıp	 alanında,	 kırık	 kemikleri	 tespit	 etmek	 veya	

hastalıkları	teşhis	etmek	amacıyla	röntgen	cihazlarında	veya	nükleer	tıpta	radyoaktif	izotoplar	ile	

kanser	gibi	hastalıkları	teşhis	ve	tedavi	etmek	için	iyonize	edici	radyasyon	kullanılmaktadır	[40].	

Curie,	Becquerel	gibi	aktivite	birimleri,	Roentgen	gibi	maruz	kalma	birimleri,	effektif	doz	birimleri	

veya	Gray	(Gy)	gibi	doz	birimleri	şeklinde	çeşitli	şekillerde	sınıflandırılsa	da	günümüzde	en	sık	

kullanılan	ve	geçerli	olan	doz	birimi	Gy’dir	[39].	Uluslararası	Birim	Sistemine	(SI)	göre	Gy,	bir	kg	

maddenin	soğurduğu	bir	jul	(107	erg)	radyasyon	enerjisi	olarak	tanımlanmaktadır	[39].	

2.2.1.	İyonize	Edici	Radyasyonun	Biyolojik	Sistemler	Üzerine	Etkileri	

19.	yüzyılın	sonlarında	X-ışınlarının	keşfiyle	birlikte,	iyonize	edici	radyasyonun	biyolojik	

sistemler	üzerindeki	etkisinin	incelenmesi,	ilk	olarak	Becquerel’in	doğal	radyasyon	kaynaklarının	

inflamatuar	cilt	yanıklarına	neden	olabileceğini	göstermesiyle	başlamıştır	ve	halen	de	önemli	bir	

konu	 olarak	 çalışılmaya	 devam	 edilmektedir	 [42].	 Günümüzdeki	 ortak	 kanı,	 radyasyonun	

etkisinin	 uygulanan	 fraksiyon	 başına	 doz	 büyüklüğüne	 ve/veya	 süresine	 bağlı	 olarak	 hücre	

ve/veya	doku	tipi	farklılıklarına	göre	değişkenlik	gösterdiğidir	[42–49].		

Radyasyonun	hücreler	üzerindeki	etkisi,	direkt	ve	indirekt	etki	olarak	ikiye	ayrılmaktadır	

[43].	 Direkt	 etki	 sonucu	 radyasyon,	 DNA	 üzerinde	 tek	 ya	 da	 çift	 zincir	 kırıkları	 yaratarak	

hücrelerin	 mutasyona	 uğramasına,	 hücre	 siklusunda	 aksamalara	 veya	 hücrelerin	 apoptozise	

gitmesine	neden	olmaktadır	[43,48,50].	İndirekt	etkide	ise	radyasyon	sonucu	hücrelerde	hidrojen	
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peroksit	gibi	reaktif	oksijen	 türlerinin	(ROT)	salınmasına	bağlı	olarak,	 lipid	peroksidasyonuna,	

yanlış	 protein	 katlanmalarına,	 endoplazmik	 retikulum	 (ER)	 stresine,	 DNA	 kırıklarına	 ve	

mitokondriyal	 hasara	 neden	 olarak,	 dolaylı	 yollardan	 hücrelerin	 apoptozise	 uğradığı	

görülmektedir	[43,48,50].	

2.2.2.	Radyoterapi	

Radyoterapi	(RT),	X	ışınları	gibi,	iyonize	edici	radyasyonun	vücutta	belli	bir	dokuya	yoğun	

bir	şekilde	uygulanarak,	kanserli	dokunun	yok	edilmesini	amaçlayan	ve	birçok	ölümcül	kanser	

tipinin	 tedavisinde	 güçlü	 bir	 araç	 olarak	 sıklıkla	 kullanılan	 bir	 tedavi	 biçimidir	 [48,51,52].	

Günümüzde	 kanser	 hastalarının	 %50-60'ından	 fazlasında	 RT	 ile	 birlikte	 cerrahi	 ve/veya	

kemoterapi	 hem	 tedavi	 edici	 amaçlı	 hem	 de	 palyatif	 amaçlarla	 kullanılmaktadır	 [51,52].	 RT,	

kanser	hücrelerinde	ROT	üretilmesi	sonucu,	DNA	hasarı	yaratarak	ya	da	ER	ve	mitokondriyon	gibi	

organellerde	 stres	 yanıtı	 oluşturarak,	 apoptotik	 sinyallerin	 aktivasyonunu	 başlatıp	 hücre	

ölümünü	 indükleyerek	 bu	 hücrelerin	 ortadan	 kaldırılmasını	 sağlamaktadır	 [50,53–55].	 RT’de	

gözlenen	 olumlu	 gelişmelerin	 yanı	 sıra,	 kanser	 hücrelerinde	 radyorezistansın	 gelişmesi	 ve	

radyasyonun	 kanser	 odağı	 dışındaki	 sağlıklı	 doku/lar	 üzerinde	 de	 etkisini	 göstererek,	 bu	

dokularda	 tahribata	 yol	 açması,	 bu	 tedavi	 biçiminin	 en	 önemli	 yan	 etkileri	 olarak	 kabul	

edilmektedir	[47,53].	

Öğrenme	 ve	 hafıza	 başta	 olmak	 üzere	 çeşitli	 bilişsel	 fonksiyonların	 ortaya	 çıkması	 ile	

yakından	 ilişkili	 olan	 HP’nin,	 RT	 kaynaklı	 direkt	 ya	 da	 indirekt	 radyasyon	 maruziyetinden	

olumsuz	 yönde	 etkilendiği	 ve	RT	 gören	 hastaların	 kısa	 ve/veya	 uzun	 vadeli	 bilişsel	 fonksiyon	

bozukluklar	 ile	 yüzleştikleri	 bilinmektedir	 [56–61].	 Aslında,	MSS	 en	 radyosensitif	 (RS)	 sistem	

olarak	kabul	edilmese	de	bu	sistemdeki	organlarda	meydana	gelen	radyasyon	kaynaklı	hasarların	

nedenlerinin	 anlaşılması	 büyük	 önem	 taşımaktadır.	 Çünkü	 özellikle	 sağlık	 ve	 yaşam	 kalitesi	

açısından	yıkıcı	 etkileri	bulunan	 radyasyon	hasarının	bu	etkilerinin	onarılması	oldukça	güçtür	

[62].	 Klinikte	 gözlenen	 bu	 olgunun	 in-vivo	 ve	 in-vitro	 modeller	 üzerinde	 taklit	 edilerek	 çeşitli	

düzeylerde	 (davranışsal,	 hücresel	 ve	 moleküler)	 incelendiği	 bir	 araştırma	 alanı	 uzun	 süredir	

varlığını	sürdürmektedir.	Literatürde,	radyasyon	maruziyeti	sonrasında	kısa	veya	uzun	dönem	

hafızasındaki	 önemli	 bazı	 yolakların	 düzeninin	 bozulduğu	 ve	 HP’de	 bulunan	 kök	 hücre	

popülasyonunun	 harabiyete	 uğradığı	 anlaşılmıştır	 [63–73].	 Nöral	 kök	 hücreler	 üzerindeki	

radyasyona	 bağlı	 olarak	 gözlenebilen	 yıkıcı	 etki,	 farklılaşmamış	 kök	 hücrelerin	 farklılaşmış	

hücrelere	 kıyasla	 radyasyona	 karşı	 daha	 hassas,	 yani	 radyasyon	 duyarlı	 (RD)	 olmalarıyla	

açıklanabilmektedir	 [65,72–74].	 Bu	 durum	 göz	 önüne	 alınarak,	 radyasyonun	 etkisini	

giderebilecek	birtakım	radyoprotektif	ilaçlar	tasarlanmış,	bu	ilaçlar	in-vitro	düzeyde	kendilerini	
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kanıtlamış	fakat	in-vivo	olarak	başarılı	biçimde	tekrar	edilememeleri	sebebiyle	büyük	çoğunluğu	

gelişim	aşamasında	kalmıştır	[75–77].	

Literatür	 incelendiğinde,	 kök	 hücrelerin	 ve	 farklılaşmış	 hücrelerin	 radyasyona	 bağlı	

oluşan	 DNA	 hasarına	 farklı	 cevaplar	 oluşturup	 oluşturmadığı,	 kök	 hücrelerin	 radyasyon	

maruziyetinden	sonra	hasar	tamir	yoluyla	yaşamda	kalmak	değil	de	hücre	ölüm	yoluna	gitmek	

biçiminde	mi	programlandığı,	eğer	öyle	ise	bu	programlanmanın	hangi	faktörlerle	düzenlendiği,	

kök	hücrelerin	radyasyon	hassasiyetini	kontrol	eden	mekanizmaların	neler	olduğu,	radyasyona	

bağlı	oluşan	hasarı	başarılı	biçimde	geri	döndürmenin	mümkün	olup	olmadığı	gibi	birçok	sorunun	

hala	cevaplanmaya	açık	olduğu	görülmektedir	[78–80].	

2.2.3.	Radyoterapi	ve	İmmünoterapi	

Klasik	 RT,	 radyasyon	 tedavisi	 sonucunda	 hücre	 içi	 mekanizma	 tahribatının	 ve	 DNA	

hasarının	 aracılık	 ettiği	 hücre	 ölümüne	 odaklanarak	 tümörü	 yok	 etmeyi	 amaçlamaktadır	 [81].	

İmmünoterapi,	 kanser	 tedavisinde	 kullanılan	 RT	 ya	 da	 kemoterapi	 gibi	 geleneksel	 tedavi	

yaklaşımlarının	aksine	daha	yenilikçi	bir	tedavi	biçimi	olup	immün	sistemi	modüle	ederek,	kanser	

hücrelerine	 çok	 yönlü	 ve	 farklı	 hedeflerden	 saldırarak	 kanser	 hücrelerini	 ortadan	 kaldırmayı	

amaçlayan	bir	tedavi	biçimidir	[82].	Onkolojide,	immün	hücreler	ile	tümör	hücreleri	arasındaki	

etkileşimler	 uzun	 zamandır	 araştırılmaktadır	 [83].	 Bağışıklık	 sistemi,	 kanser	 gelişiminde	 hem	

kanser	 hücrelerinin	 büyümesini	 engelleyerek	 veya	 yok	 edilmesini	 sağlayarak	 hem	 de	 hayatta	

kalmaya	daha	uygun	tümör	hücrelerini	seçerek	veya	tümörün	büyümesini	kolaylaştıran	ortamlar	

oluşturarak	tümör	ilerlemesini	de	destekleyecek	şekilde	ikili	bir	rol	oynamaktadır	[84].	Bu	olguyu	

Schreiber	 ve	 ark.	 “kanser	 immüno-düzenleme”	 olarak	 isimlendirilmiştir	 ve	 bu	 düzenleme	

karmaşık	 bir	 dizi	 mekanizmayla	 açıklanmaktadır	 [85].	 Günümüzde	 uygulanan	 immünoterapi	

yaklaşımları	 bu	 olgudan	 faydalanarak,	 tümöre	 karşı	 oluşturulan	 immün	 yanıtını	 yeniden	

etkinleştirmek	ve	tümör	hücrelerinin	immün	sistemden	kaçmasına	yol	açan	yolakların	üstesinden	

gelmeye	çalışarak	bağışıklık	sistemini	manipüle	etme	şeklindedir	[86].	

İmmünoterapi	 ile	birlikte	uygulanan	 radyasyon,	 sistemik	kanser	 tedavisinin	önemli	bir	

bileşenidir.	Retrospektif	veriler	ve	ileriye	dönük	klinik	araştırmalar,	immünoterapi	ile	kombine	

yaklaşımların,	 hastalarda	 radyasyon	 tedavisinin	 iyileştirici	 kapasitesini	 ve	 hasta	 sağ	 kalım	

oranlarını	 artırabildiğini	 göstermektedir	 [83].	 Ayrıca,	 terapötik	 potansiyeli	 olan	 radyasyon	 ve	

immünoterapi	 kombinasyonlarının	 klinik	 testleri	 için	 çok	 miktarda	 olumlu	 klinik	 öncesi	

çalışmalar	bulunmaktadır.	Ancak	yine	de	bu	yaklaşımın	daha	fazla	test	edilmesi	 için	daha	fazla	

klinik	öncesi	çalışmaya	ihtiyaç	duyulmaktadır	[83].	

İmmünoterapi,	kanser	hücreleri	üzerinde	in-vivo	veya	in-vitro	ortamda	uygulanmış	ve	bu	

yaklaşımın	birçok	çalışmada	olumlu	sonuçları	gözlemlenmiştir	[83].	Bu	sebeple	çalışmamızda,	bu	
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hipotezden	yola	çıkarak,	radyoterapinin	kanser	hücreleri	yerine	sağlıklı	dokulara	verdiği	hasarı	

in-vitro	ortamda	immünoterapi	yaklaşımıyla	tedavi	etmeyi	amaçladık.	

2.2.4.	Fare	Hipokampal	Nöronal	Hücre	Hattı	(HT22)	ve	Radyasyon	Çalışmaları	

HT22	hücreleri,	fare	HP	dokusundan	elde	edilmiştir	ve	HT4	hücrelerinin	bir	subklonu	olup	

nöral	özelliklere	sahip	ve	glutamata	karşı	aşırı	duyarlıdır.	Bu	nedenle,	bu	hücre	hattı	literatürde	

çoğunlukla	Alzheimer,	Parkinson,	Hungtinton	gibi	nörodejeneratif	hastalıkları	 in-vitro	ortamda	

modellemek	için	kullanılmaktadır	[87–90].	Ancak	bu	tez	çalışması	kapsamında	HT22	hücreleri,	

in-vitro	 kranial	 radyoterapiyi	 modellemek	 amacıyla	 kullanılmıştır.	 Bu	 sebeple,	 literatür	

incelenmiş	 olup	 HT22	 hücreleri	 üzerinde	 yapılan	 bazı	 iyonize	 edici	 radyasyon	 çalışmaları,	

radyasyon	 kaynağı,	 uygulanan	 dozlar,	 radyasyon	 sonrası	 bekleme	 süreleri,	 çalışmada	

değerlendirilmiş	 olan	 biyolojik	 olaylar	 ve	 bulgular	 şeklindeki	 bazı	 başlıklarda	 bir	 tabloda	

özetlemiştir	(Tablo	2.1).	

Tablo	2.1.	HT22	hücre	hatları	ile	yapılan	bazı	iyonize	edici	radyasyon	çalışmalarının	
özetlenmesi	

Radyasyon	
Kaynağı	

Uygulanan	
Dozlar	

Radyasyon	
Sonrası	
Bekleme	
Süreleri	

Değerlendirilen	
Biyolojik	Olaylar	

Bulgular	 Kaynaklar	

X-ışını	
5	Gy	
10	Gy	
15	Gy	

24	sa?	

Morfoloji	
Canlı	kalan	hücre	
kolonisi	testi	

Gen	ve	protein	
ekspresyonu	

Mezenkimal	kök	hücre	
medyumu	ile	oksidatif	
stresi	ve	apoptozu	

bastırarak	hipokampal	
nöronları	radyasyon	

hasarından	
koruyabilmektedir	

[91]	

X-ışını	 4	Gy	
	

24	sa	
	

Canlı	kalan	hücre	
kolonisi	testi	
Gen	ve	protein	
ekspresyonu	

Honokiol	tedavisi,	
ışınlama	hasarı	

modelinde	ROS,	TNF-a	
ve	IL-1b	seviyelerini	
azaltmıştır.	Ayrıca,	

SIRT3	ekspresyonunu	
arttırmış	ve	COX-2	
ekspresyonunu	
azaltmıştır	

[92]	

X-ışını	

4	Gy	
6	Gy	
8	Gy	
10	Gy	
12	Gy	

30	dk	
1	sa	
24	sa	
48	sa	
72	sa	

Apoptozis	
Hücre	siklusu	

Canlı	kalan	hücre	
kolonisi	testi	

Minocycline	radyasyon	
hasarına	karşı	otofajiyi	

engelleyebilir	 [77]	

X-ışını	 6	Gy	 24	sa	

Canlı	kalan	hücre	
kolonisi	testi	
Gen	ve	protein	
ekspresyonu	

Sodyum	valporat	
Nrf2/HO-1	

aktivasyonuyla	
hipokampal	nöronlarda	

radyasyona	bağlı	
hasarları	önleyebilir	

[76]	
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Tablo	2.1.	HT22	hücre	hatları	ile	yapılan	bazı	iyonize	edici	radyasyon	çalışmalarının	
özetlenmesi	(devamı)	

X-ışını	

2	Gy	
4	Gy	
6	Gy	
8	Gy	

6	sa	
24	sa	

Apoptozis	
Canlı	kalan	hücre	
kolonisi	testi	

Protein	ekspresyonu	

shRNA	ile	Egr1	
ekspresyonunun	

ortadan	kaldırılması	ile	
radyasyona	uğramış	
HT22	hücrelerinde	

apoptoz	azalıp	hücresel	
sağ	kalım	artmıştır	

[93]	

γ-ışını	
0.5	Gy	
1	Gy	
4	Gy	

4	sa	
24	sa	

Sinaptogenez	
Kütle	

spektrofotometrisi	
Gen	ve	protein	
ekspresyonu	

İyonize	edici	radyasyon,	
HT22	hücrelerinde	
sinaptik	plastisite	ile	
ilişkili	hücre	iskeleti	
sinyal	yollarını	
bozmaktadır	

[94]	

X-ışını	

2	Gy	
3	Gy	
4	Gy	
6	Gy	
8	Gy	

6	sa	
16	sa	
24	sa	

Apoptozis	
Canlı	kalan	hücre	
kolonisi	testi	

Protein	ekspresyonu	

Glikojen	sentaz	kinaz	3β	
inhibitörleri,	MDM2-

p53	yolunu	
düzenleyerek	

hipokampal	nöronları	
radyasyona	bağlı	
apoptozdan	
korumaktadır	

[95]	

γ-ışını	 3	Gy	
	

15	dk	
30	dk	
1	sa	
4	sa	
8	sa	
24	sa	

DNA	hasarı	
Gen	ve	protein	
ekspresyonu	

Glikojen	sentaz	kinaz	3β	
inhibisyonu,	

radyasyona	maruz	
bırakılmış	hipokampal	
nöronlarda	DNA	çift	
sarmal	kopmalarının	

onarımını	
arttırmaktadır	

[96]	

2.3.	Nöroinflamasyon,	Proliferasyon,	Apoptoz	ve	Nörodejeneretif	Hastalıklarla	İlişkili	Bazı	

Genler	(Nrf2,	Grn,	Bdnf,	Dusp22	ve	C9orf72)	

Bu	 çalışma	 kapsamında	 ekspresyon	 düzeyleri	 incelenen	 genler,	 nöroinflamasyon,	

proliferasyon,	apoptoz	ve	nörodejeneretif	hastalıklar	gibi	bir	çok	biyolojik	olayla	ilişkili	olduğu	

bilinen	ve	literatürden	seçilmiş	genlerdir.	

Nükleer	faktör	eritroid	2-	ilişkili	faktör	(nuclear	factor	erythroid	2–related	factor	2,	Nrf2),	

hücreyi	oksidatif	strese	karşı	koruyan	genlerin	ekspresyonunu	kontrol	eden	hücresel	antioksidan	

yanıtın	en	önemli	düzenleyicilerinden	biridir	[97–99].	Nrf2	ekspesyonunun	herhangi	bir	sebeple	

bozularak	 tehlikeye	 girmesi	durumunda,	Nrf2	 hücrelerde	 antioksidan	ve	 antiinflamatuar	 yanıt	

oluşturulmasını	başlatmak	için	çekirdeğe	geçiş	yapabilmektedir	[98,100].	Alzheimer	ve	Parkinson	

hastalığı	gibi	nörodejeneratif	hastalıkların	çoğunda	Nrf2	bozuklukları	gözlenmektedir	[99,100].	

Oksidatif	 stresin	 artması,	 hafıza	 bozuklukları	 ve	 sinaptik	 plastisitenin	 zarar	 görmesi	 ile	

ilişkilendirilmektedir.	 Kemirgen	 modellerinde,	 Nrf2	 aktivatörlerinin	 uygulanması	 sonucunda,	

hafıza	 ve	 sinaptik	 plastisite	 bozukluklarını	 tersine	 çevirdiği	 gözlenmiştir.	 Bu	 nedenle,	 Nrf2	
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aktivatörleri,	 Alzheimer	 hastalığı	 da	 dahil	 olmak	 üzere	 nörodejeneratif	 bozukluklar	 için	

potansiyel	 bir	 yeni	 terapötik	 ajan	 olarak	 düşünülmektedir	 [100].	Hücrelerin	 radyasyona	 karşı	

gösterdiği	 hücresel	 yanıtta	 Nrf2	 gen	 ekspresyonunun	 düzenlenmesi	 önemli	 bir	 role	 sahiptir.	

Birçok	 çalışmada,	 Nrf2	 eksikliğinin	 radyosensitivite	 ile	 ilişkili	 olduğu	 ve	 Nrf2’nin	 aşırı	

ekspresyonunun	 hücrelerde	 radyorezistansa	 neden	 olduğunu	 gösterse	 de	Nrf2’nin	 radyasyon	

tepkisine	aracılık	etmesindeki	rolü	hücreden	hücreye	değişmektedir	[101].	

Granülin	 (Grn),	 Grn	 geni	 tarafından	 kodlanan	 bir	 proteindir.	 Lizozomal	 proteinleri	

kodlayarak	 hücrenin	 lizozom	 homeostazında	 görev	 almaktadır	 [102–105].	 Bu	 gendeki	

mutasyonların	 lizozomal	 enzimatik	 aktiviteyi	 azalttığını	 ve	 nörodejenerasyonu	 başlatıcı	

faktörlerden	 biri	 olduğunu	 göstermektedir	 [103–105].	 Ayrıca,	 yapılan	 çalışmalar	 bu	 gendeki	

mutasyonların,	 amyotrofik	 lateral	 sklerozis	 (ALS),	 frontotemporal	 demans-GRN'ye	 (FTD-GRN)	

veya	nöronal	ceroid	lipofuscinosise	neden	olduğunu	belirtmektedir	[106–108].	

Beyin	 kaynaklı	 nörotrofik	 faktör	 (Brain-derived	 neurotrophic	 factor,	 Bdnf)	 memeli	

beyninde	 yaygın	 olarak	 üretilen	 ve	 üzerinde	 en	 çok	 çalışılan	 nörotrofinlerden	 biri	 olup	

glutamaterjik	ve	GABAerjik	sinapsların	uygun	bir	şeklide	büyümesi,	gelişmesi	ve	plastisitesinde	

önemli	 bir	 rol	 oynamaktadır	 [109,110].	Bdnf’nin	 nörotrofik	 etkisine	 ek	 olarak,	 anti-apoptozis,	

anti-oksidasyon	 ve	 otofajinin	 baskılanması	 gibi	 diğer	 nöroprotektif	 etkileri	 de	 bulunmaktadır	

[111].	 Ayrıca,	 Bdnf	 nöronal	 farklılaşmanın	 düzenlenmesinde	 serotonerjik	 ve	 dopaminerjik	

nörotransmitter	 aktivitesinde	 önemli	 bir	 role	 sahiptir	 [109].	 Yapılan	 çalışmalar,	 Bdnf’nin	

inflamasyonla	 ilişkili	 depresyonda,	 Parkinson	 gibi	 nörodejeneratif	 hastalıklarda	 ve	 beyin	

kanserlerinde	önemli	bir	terapötik	ajan	olarak	kullanılabileceğini	göstermektedir	[109,111–114].	

İkili	 özgül	 fosfataz	 (Dual	 Specificity	 Phosphatase;	 Dusp22),	 Dusp22	 geni	 tarafından	

kodlanan	bir	proteindir	ve	JKAP	veya	JSP-1	olarak	da	isimlendirilmektedir	[115,116].	Çok	sayıda	

dokuda	eksprese	edilen	Dusp22,	bağışıklık	yanıtı	ve	tümör	büyümesi	gibi	bazı	biyolojik	işlevlerde	

etki	 göstermektedir	 [116–119].	 Ancak,	 literarürde	 Dusp22	 ile	 ilgili	 sınırlı	 sayıda	 kaynak	

bulunmaktadır	ve	etkileri	hala	bilinmemektedir.		

C9orf72	(chromosome	9	open	reading	frame	72)	transkriptleri	ise	birçok	dokuda	aktivite	

göstermekle	birlikte	özellikle	tüm	beyin	bölgelerinde	ve	omurilikte	yüksek	oranda	bulunmaktadır	

[120–122].	Yapılan	çalışmalarda,	C9orf72	eksikliğinin,	ALS	gibi	nörodejeneretif	hastalıklarda	ve	

fronotemporal	demansta	(FTD)	fenotipe	kesinlikle	bir	katkısının	olduğu	göstermektedir,	ancak	

etkisi	 henüz	 tam	 olarak	 anlaşılmamaktadır	 [120,122,123].	 Primer	 embriyonik	 fare	 motor	

nöronları	üzerinde	yapılan	bir	çalışmada,	C9orf72'nin	aşırı	ekspresyonunun	daha	uzun	aksonlara	

ve	 artan	 büyüme	 konisi	 boyutuna	 yol	 açtığı,	 buna	 karşılık	 ekpresyonun	 azalmasının	 aksonal	

uzunluğun	azalmasına	ve	daha	küçük	büyüme	konilerine	neden	olduğu	gösterilmiştir	[124].	Bu	
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bulguların	 dışında,	 başka	 bir	 çalışma	 C9orf72’deki	 herhangi	 bir	 mutasyonun,	 Rab	 protein	

aktivitesini	azaltarak	hücre	içindeki	endo-lizozomal	yolun	işlevinde	bozukluğa	neden	olup	protein	

agregatlarının	 birikmesine	 yol	 açtığını	 göstermektedir	 [125].	 C9orf72,	 nörodejenerasyon,	

inflamasyon	 ve	 çevre	 ile	 bağışıklık	 sisteminin	 etkileşiminin	 düzenlenmesinde	 yeni	 bir	 protein	

olarak	görülmektedir	[120].	Dahası,	C9orf72'nin	işlevleri	hakkında	artan	çalışmalar,	bu	proteinin,	

otofaji	ve	inflamasyonla	ilişkili	bir	kompleksin	parçası	olduğunu	ortaya	çıkarmaktadır	[120,126].	
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3.	MATERYAL	VE	YÖNTEM	

3.1.	Hücre	Kültürü	

Deneylerde	HT22	hücre	hattı	(fare	hipokampal	nöronal	hücre	hattı;	MERCK	SCC129:	Lot	

3159205)	ve	RAW264.7	hücre	hattı	(fare	makrofaj	hücre	hattı;	ATCC	TIB-71)	kullanılmıştır	(Şekil	

3.1,	 Şekil	 3.2).	 Bu	 hücre	 hatları,	 Mersin	 Üniversitesi	 Anatomi	 Anabilim	 Dalı	 hücre	 stokunda	

mevcuttur	 ve	 buradan	 temin	 edilmiştir.	 Deney	 süresince	 HT22	 ve	 RAW264.7	 hücrelerinin	

çoğaltılması,	 pasajlanması,	 dondurularak	 saklanması,	 sayımı	 ve	 canlılık	 testleri	 gibi	 işlemler,	

Mersin	 Üniversitesi	 Anatomi	 Anabilim	 Dalı’nda	 bulunan	 hücre	 kültürü	 laboratuvarında	

gerçekleştirilmiştir.	Bu	tez	çalışmasında,	hücre	kültürü	deneylerinin	tutarlığını	sağlamlaştırmak	

amacıyla	ve	 literatürde	HT22	hücre	hatları	 ile	ilgili	önerilen	pasaj	aralıkları	olmasından	dolayı,	

her	 2	 hücre	 hattı	 için	 de	 3	 ve	 8.	 pasaj	 arasındaki	 (P3-P8)	 dondurulmuş	 hücre	 stokları	

kullanılmıştır.	

	

Şekil	3.1.	Fare	makrofaj	hücre	hattının	(RAW264.7)	genel	morfolojik	görüntüsü.	(A)	Hücrelerin	
az	 yoğun	 olduğu	 görüntü,	 (B)	 Hücrelerin	 çok	 yoğun	 olduğu	 görüntü.	 Pasaj	 6,	 objektif	
büyüklüğü:10X.	

	

	

Şekil	 3.2.	 Fare	 nöral	 hipokampal	 hücre	 hattının	 (HT22)	 genel	 morfolojik	 görüntüsü.	 (A)	
Hücrelerin	az	yoğun	olduğu	görüntü,	(B)	Hücrelerin	çok	yoğun	olduğu	görüntü.	Pasaj	4,	objektif	
büyüklüğü:10X.	
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3.1.1	Hücre	Kültür	Medyumunun	Hazırlanması	ve	Hücrelerin	İnkübe	Edilmesi	

HT22	ve	RAW264.7	hücre	hatları	için	%10’	luk	fetal	sığır	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	 edilmiş	 yüksek	 glikozlu	DMEM	 (High	Glucose	

Dulbecco's	Modified	Eagle	Medium;	HG-DMEM,	Katolog	No:	D6546)	medyum	(katkılı	medyum)	

hazırlanmıştır.	Ayrıca,	deneyler	boyunca	hücreler	37°C	sıcaklık	ve	%5	karbondioksit	(CO2)	içeren	

inkübatörde	tutularak,	hücrelerin	çoğalması	sağlanmıştır.	

3.1.2.	Hücrelerin	Çözülmesi	ve	Çoğaltılması	

-80°C	derin	dondurucuda,	özel	dondurma	tüplerinde	(kriyo	vial)	donmuş	halde	bulunan	

hücrelerin	 istenilen	 sayıya	 ulaşması	 ve	 daha	 sonrasında	 deneylerde	 kullanılması	 amacıyla,	

çözdürme	ve	çoğaltma	işlemleri	gerçekleştirilmiştir.	Deneyler	için	standart	çözme	ve	pasajlama	

işlemleri	üretici	firmanın	talimatları	doğrultusunda,	aşağıdaki	protokole	göre	gerçekleştirilmiştir.		

Bunun	için,		

• Hızlı	bir	şekilde	37°C’	lik	su	banyosuna	alınıp	yaklaşık	1-2	dk	bekletilmiş,	donmuş	haldeki	

hücre	süspansiyonunun	çözünmesi	sağlanmıştır.	

• Çözünen	hücrelere	yavaş̧	bir	şekilde	birkaç	kez	pipetaj	yapılmıştır.	

• Kriyo	 vial	 içindeki	 hücreler	 15	ml’	 lik	 Falcon	 tüpüne	 alınmıştır	 ve	 üzerine,	 hücrelerin	

osmotik	 şoka	 uğramaması	 için	 çok	 yavaş	 bir	 şekilde	 katkılı	 medyumdan	 9	 ml	 ilave	

edilmiştir.		

• Yavaş	bir	 şekilde	pipetaj	 yapıldıktan	 sonra	 çözünmüş	HT22	hücreleri	 300	g’de	2-3	dk,	

RAW264.7	hücreleri	125	g’de	5-10	dk	sanrifüj	edilmiştir.	

• Santrifüj	işleminden	sonra	süpernatant	atılarak	aşağıda	kalan	pellete	katkılı	medyumdan	

10	ml	 ilave	 edilip	 yavaş	 bir	 şekilde	 pipetaj	 yapılarak	 hücrelerin	 birbirinden	 ayrılması	

sağlandıktan	 sonra	 tüm	 süspansiyon	 75	 cm2’	 lik	 yüzey	 alanına	 sahip	 (T75)	 flasklara	

ekilmiştir.		

• Ekilen	hücreler,	standart	koşullar	altında,	37°C	sıcaklık	ve	%5	CO2	içeren	inkübatör	içinde	

%70-80	 konfluense	 ulaşana	 kadar	 kültüre	 edilmiş	 ve	 bu	 süre	 içinde	 2-3	 günde	 bir	

medyumları	değiştirilmiştir.		

%70-80	konfluens	duruma	ulaşan	hücreler	pasajlanmıştır.	Pasajlama	işlemi	için,	

• Flask	içindeki	medyum	uzaklaştırılıp	1-2	kez	Dulbecco's	Phosphate	Buffered	Saline	(DPBS,	

1X)	ile	yıkanmıştır.		
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• Daha	sonra	 flaskın	bütün	yüzeyini	kaplayacak	kadar	%0,25	 tripsin–EDTA	(SM-2003-C)	

solüsyonu	ilave	edilip,	hücreler	3-5	dk	37°C’de	 inkübe	edilerek	hücrelerin	tutundukları	

yüzeyden	kalkması	sağlanmıştır.		

• Hücreler	15	ml’lik	Falcon	tüplere	alınarak	tripsin	aktivitesini	durdurmak	için	üzerlerine	

eşit	hacimde	katkılı	medyum	ilave	edilmiştir.		

• HT22	 hücreleri	 300	 g’de	 3	 dk	 ve	 RAW264.7	 hücreleri	 125	 g’de	 10	 dk	 santrifüj	 edilip	

tüpteki	 süpernatant	 atıldıktan	 sonra	hücrelerin	üzerine	5	ml	medyum	 ilave	 edilmiş	 ve	

hücrelere	yavaş	bir	şekilde	pipetaj	yapılmıştır.		

• Hücre	 süspansiyonunun	 bir	 kısmı,	 hücrelerin	 devamlılığını	 sağlamak	 amacıyla	 HT22	

hücreleri	için	1:10	dilüsyon	oranında,	RAW264.7	hücreleri	için	1:3-	1:6	dilüsyon	oranında,	

T75	 tip	 flasklara,	 bir	 kısmı	 da	 sayım	 işlemi	 yapılıktan	 sonra,	 deneylerin	 amacına	 bağlı	

olarak	 istenilen	 sayıda	 6’lı,	 96’lı	 kuyucuklu	 platelere	 (well	 plate),	 2	 cm’lik	 konfokal	

platelerine	veya	25	cm2’	lik	yüzey	alanına	sahip	(T25)	flasklara	ekilmiştir*1	Ekim	işlemi	

yapılan	hücreler	37°C	sıcaklıkta	ve	%5	CO2	içeren	inkübatörde	kültüre	edilmiştir.2	

3.1.3.	Hücrelerin	Dondurulması	ve	Saklanması	

Hücre	çoğaltma	işlemi	sonrasında	hücre	süspansiyonu,	deneylerin	yapılacağı	güne	kadar	

ya	da	hücre	stokunun	korunması	amacıyla	dondurulmuştur.		

Bunun	için,	

• Hücre	süspansiyonu	üzerine	HT22	hücre	hattı	 için	%10’luk,	RAW264.7	hücre	hattı	 için	

%5’lik	DMSO	(dimetilsülfoksit),	%40-50	oranında	FBS	karışımı	ilave	edilmiştir.	

• Daha	sonra	hücre	süspansiyonu	1	ml‘de	1X106	hücre	olacak	şekilde	kriyo	viallere	alınarak	

sırsıyla,	 +4°C’de	 10	 dk,	 -20°C’de	 2	 saat	 bekletildikten	 sonra,	 -80°C	 derin	 dondurucuya	

kaldırılmıştır.	

3.2.	İyonize	Edici	Radyasyon	Uygulanması	İşlemi	

HT22	 hücrelerine	 verilmesi	 planlanan	 iyonize	 radyasyon	 (kaynağı	 X-ışını),	 Mersin	

Üniversitesi	 Tıp	 Fakültesi	 Hastanesi,	 Radyasyon	 Onkolojisi	 A.D.’	 ye	 danışılarak	 radyasyon	

uygulama	işlemleri	gerçekleştirilmiştir.	Bunun	için	hücrelere	X-ışını	verilmeden	önce,	bilgisayarlı	

tomografi	 (BT)	 (Canon	 Medical	 Systems,	 Neuss,	 Germany)	 cihazıyla,	 ışınlama	 yapılacak	 yeri	

spesifik	 olarak	 belirlemek	 amacıyla	 petrilerin	 ve	 flaskların	 topografik	 yapıları	 çıkarılmıştır.	

	
1	*Sayım	işlemi	için	%0,4’lük	trypan	mavisi	ile	boyanan	hücreler	Neubauer	hemositometresi	üzerine	alınmış	ve	
hücrelerin	ml’deki	canlılık	oranları	ve	sayıları	belirlenmiştir.	

	



Ayla	Batu	Öztürk,	Doktora	Tezi,	Sağlık	Bilimleri	Enstitüsü,	Mersin	Üniversitesi,	2023	

16	

	

Sonrasında,	hücrelere	iyonize	edici	radyasyon	uygulanması	işlemi,	iyonize	edici	radyasyon	cihazı	

(Accuray	TomoTherapy,	Sunnyvale,	CA,	USA)	ile	gerçekleştirilmiştir	(Şekil	3.3).	

	

Şekil	 3.3.	 Kaynağı	 X-ışını	 olan	 iyonize	 edici	 radyasyon	 cihazı	 (A)	 Cihazın	 yazılım	 ve	 donanım	
bölümü	 (B)	 Cihazın	mekanik	 bölümü	 ve	 hücre	 kültür	 flasklarına	 X-ışının	 verildiği	 platformun	
gösterilmesi.	

3.3.	Deney	Tasarısı	ve	Basamakları	

Bu	 tez	 çalışmasının	esas	amacı	bağışıklık	hücrelerinden	biri	olan	makrofajların	normal	

fizyolojik	koşullar	altında	sentezleyip	hücre	dışına	saldığı,	sitokinler	de	dahil	birçok	faktörü	içeren	

karışımın;	 kraniyal	RT	uygulamasının	 sağlıklı	 beyin	 dokusunda	 oluşturduğu	nöral	 hasarı	 olası	

onarma	potansiyelini	in-vitro	olarak	sınamaktır.	

İlk	etapta	RT’	nin	oluşturduğu	nöral	hasarı	modellemek	için	HT22	hipokampal	hücreleri	

kullanılmıştır.	 Nöral	 hasarı	 onarabilmek	 için	 ise	 hiçbir	 deneysel	 uyarana	maruz	 bırakılmamış	

standart	şekilde	kültüre	edilen	RAW264.7	makrofaj	hücrelerinin	besiyeri	solüsyonu,	HG-DMEM	

ile	 1:1	 oranında	 karıştırılarak	 kullanılmıştır.	 Literatürde,	 kültüre	 edilen	 hücrelerin	 besiyerini	

başka	hücreler	üzerinde	 tedavi	amaçlı	olarak	kullanan	çalışmalarda,	besiyeri	 “Koşullandırılmış	

Medyum	(KM),	(Conditioned	Media)”	olarak	isimlendirildiği	için	çalışmamızda	da	aynı	terminoloji	

kullanılmıştır	[127–129].	

Çalışmanın	esas	amacına	ulaşabilmek	amacıyla	çalışma	iki	ana	deneysel	basamağa	ve	alt	

basamaklara	 ayrılmıştır.	 Alt	 basamaklar	 çoğunlukla	 kronolojik	 olarak	 ilerlemiştir.	 Her	 bir	 alt	

basamak	için	ölçülebilir	hedefler	belirlenmiş	ve	elde	edilen	sonuçlar	bir	sonraki	alt	basamakta	

analiz	edilecek	faktör	ve/veya	deneysel	şartları	şekillendirmiştir	(Şekil	3.4).	
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Şekil	3.4.	Deney	tasarısı	ve	basamaklarının	şematik	olarak	özetlenmesi.	

3.3.1.	Basamak	1	

Çalışmamızın	 ilk	 basamağında,	 klinikte	 kraniyal	 RT	 gören	 hastalara	 uygulanan	 ve	

literatürdeki	 in-vivo	 ve	 in-vitro	 deneysel	 çalışmalarla	 da	 uyumlu	 bir	 doz	 aralığındaki	 iyonize	

radyasyonun,	belirlediğimiz	bazı	hücresel	olaylar	ve	bunlarla	ilişkilendirilebilecek	genlerin,	doza	

bağlı	ifade	davranışlarının	ortaya	çıkarılması	amaçlanmıştır.		
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3.3.1.1.	Basamak	1.1	

İlk	 aşamada,	 artan	 (0,	 2,	 4,	 6,	 8,	 10	 Gray-Gy)	 iyonize	 edici	 radyasyon	 dozlarına,	 HT22	

hücrelerinin	 Canlı	 kalan	 hücre	 kolonisi	 testi	 (CKHKT,	 Clonogical	 Survival	 Assay)	 seviyesinde	

tepkisinin	belirlenmesi	ve	sonuçların	literatürle	uyumunun	gözlenmesi	amaçlanmıştır.	Bu	testin	

protokolü	 3.4.	 kısmında	 açıklanmaktadır.	 Bu	 test	 hücre	 kültüründe,	 iyonize	 edici	 radyasyon	

maruziyeti	sonucu	hücrelerin	canlı	kalıp,	koloni	oluşturma	kapasitesini	nasıl	etkilediğini	anlamak	

için	altın	standart	niteliğinde	bir	yöntem	olarak	kullanılmaktadır	[42,130–132].	Çalışmanın	esas	

deney	 grupları	 oluşturulmadan	 önce,	 literatür	 ile	 uyumlu	 olarak	 eşit	 katlarda	 artan	 iyonize	

radyasyonun	 HT22	 hücreleri	 üzerinde	 yaptığı	 etki	 CKHKT	 ile	 ölçülerek	 hem	 iyonize	 edici	

radyasyon	cihazı,	hem	de	hücre	kültürü	uygulamalarımızın	standartlığı	sınanmıştır	(n=12)	(Şekil	

3.5).		

3.3.1.2.	Basamak	1.2	

Bu	 alt	 basamağın	 en	 başında,	 HT22	 hücrelerinin	 iyonize	 edici	 radyasyon	 sonrasındaki	

canlı	 kalabilme	kabiliyetinin	CKHKT	sonuçları	 ile	 konuyla	 ilgili	mevcut	 literatür	birlikte	 analiz	

edilerek	iki	adet	radyasyon	dozu	belirlenmiştir	(Tablo	2.1).	Ayrıca,	iki	farklı	dozdaki	iyonize	edici	

radyasyon	HT22	hücrelerine	uygulandıktan	sonra	ultrastrüktürel,	hücresel	ve	moleküler	analizler	

yapılması	için	in-vitro	deneylerin	sonlandırılacağı	iki	zaman	noktası	da	literatürden	faydalanarak	

seçilmiştir	(Tablo	2.1).	Buna	göre	hücrelere	radyasyon	verildikten	6	ve	24	saat	sonra	deneyler	

sonlandırılarak,	hücrelerin	elektron	ve	ışık	mikroskobik	olarak	morfolojisi	değerlendirilmiş,	akım	

sitometri	 (AS)	 ile	apoptoz	ve	kantitatif	Real	Time-PCR	 ile	hedef	genlerin	ekspresyon	analizleri	

gerçekleştirilmiştir	 (n=4)	 (Şekil	 3.5).	 İlgili	 yöntemlerin	 protokolleri	 3.5-3.7	 kısımlarında	

verilmiştir.	
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Şekil	 3.5.	 Basamak	 1’deki	 grupların	 şematik	 olarak	 gösterilmesi.	 (A)	 Basamak	 1.1’deki	 deney	
gruplarının	şematik	gösterimi	(B)	Basamak	1.2’deki	deney	gruplarının	şematik	gösterilmesi.		

3.3.2.	Basamak	2	

Çalışmanın	bu	safhasında,	Basamak	1’den	elde	edilen	bilgiler	doğrultusunda,	iyonize	edici	

radyasyon	dozu,	klinikte	kraniyal	radyasyon	için	tek	seferde	uygulanan	en	yüksek	doz	olan	8	Gy	

olarak	belirlenmiştir.	Sonrasında	ise	makrofaj	hücrelerinin,	besiyerleri	aracılığı	ile	iyonize	edici	

radyasyonun	oluşturduğu	nöral	hasarı	onarma	kapasitesi	farklı	yöntemlerle	test	edilmiştir.	

3.3.2.1.	Basamak	2.1	

HT22	 hücrelerine	 iyonize	 edici	 radyasyon	 verilmeden	 önce	 ve/veya	 verildikten	 sonra	

farklı	 zamanlarda	RAW264.7	makrofaj	 hücresi	KM’si	 verilmiştir	 (Şekil	 3.6).	 Bu	 gruplara	 denk,	

iyonize	edici	radyasyonun	verilmediği	fakat	diğer	tüm	işlemlerin	aynı	olduğu	Sham	grupları	da	

oluşturulmuştur.	 İn-vitro	 deneyler	 sonunda	 tüm	 gruplarda	 CKHKT	 ile	 canlı	 koloni	 sayıları	

belirlenmiştir	(n=12)	(Şekil	3.6).	
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Şekil	3.6.	Koşullandırılmış	medyum	(KM)	ile	çeşitli	basamaklarda	ve	çeşitli	sürelerde	muamele	
edilen	HT22	hücre	hatları	 ile	 oluşturulmuş	 canlı	 kalan	hücre	 kolonisi	 testi	 ile	 sınanmış	deney	
gruplarının	 gösterilmesi	 (A)	 24	 saat	 KM	 ve	 48	 saat	 KM	 ile	 muamele	 basamaklarının	
kombinasyonlarının	gösterilmesi	(B)	24	saat	KM	ile	muamele	süresinin	farklı	basamaklarda	sham	
grupları	ile	uygulanmasının	gösterilmesi.	

3.3.2.2.	Basamak	2.2	

Basamak	2.1’de	elde	edilen	veriler	 istatistiksel	olarak	analiz	edildikten	sonra	en	uygun	

kombinasyondaki	 ve	 süredeki	 2	 adet	makrofaj	 KM’	 si	 içeren	 strateji	 (Şekil	 3.6.B’nin	 6.	 ve	 10.	

grubu)	daha	 ileri	düzeyde	analiz	edilmek	üzere	gerçek	zamanlı	hücre	bölünmesi	analizine	tabi	

tutulmuştur	 (n=4)	 (Şekil.	 3.7).	 Bu	 işlem	 için	MEİTAM	 hücre	 kültürü	 laboratuvarında	 bulunan	

xCELLigence	marka	RTCA	DP	model	hücre	analiz	cihazı	kullanılmıştır.	Yöntemin	ayrıntıları	3.8.	

kısımda	verilmiştir.	Basamak	1.1.	ve	2.1.’de	uygulanan	CKHKT	yönteminin	standart	uygulanışında,	
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kontrol	grubu	olarak	tayin	edilen	grubun	optimum	özellikte	koloni	oluşturması	için	geçen	hücre	

kültürü	süresi	 (5-6	gün	arası	değişmektedir)	ne	kadar	 ise	 tüm	deney	grupları	kendilerine	özel	

deneysel	protokollerden	sonra	bu	süre	kadar	kültüre	edilmiştir.	En	fazla	2-3	gün	süren	deneysel	

uygulamalar	 (KM	 veya	 tedavi	 verilmesi	 vb.)	 sonlandırılıp	 optimum	koloni	 oluşumu	 gözlenene	

kadar	geçen	süre	zarfında	hücrelerin	fizyolojik	davranışları	bilinmemektedir.	Dolayısıyla,	gerçek	

zamanlı	 hücre	 bölünme	 analizi,	 bahsi	 geçen	 aradaki	 süre	 boyunca,	 farklı	 gruplardaki	 HT22	

hücrelerinin	proliferasyon	davranışlarını	açığa	kavuşturmuştur.	

Bu	 alt	 basamak	 sonunda,	 değişik	 sürelere	 ve	 kombinasyonlara	 sahip	 grupların	 CKHKT	

testi	sonuçlarına	göre,	çalışmanın	son	kısmında	uygulanacak	makrofaj	KM	yaklaşımı	için	en	etkili	

olan	grup	yani	sadece	radyasyon	verilen	gruba	göre	en	fazla	sayıdaki	koloniyi	oluşturabilen	grup,	

tedavi	grubu	(Şekil	3.6.B’nin	6.	grubu)	olarak	seçilmiştir.	
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Şekil	3.7.	Basamak	2.1	sonuçlarına	göre	belirlenmiş	tedavi	grupları	üzerindeki	gerçek	zamanlı	
hücre	bölünmesi	analizi	(xCELLigence)	deneylerinin	şematik	olarak	gösterilmesi.	
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3.3.2.3.	Basamak	2.3	

Bu	 alt	 basamakta	 ilk	 olarak,	 Basamak	 2.2’de	 tüm	 çalışma	 gruplarının	 xCELLigence	

cihazının	 verdiği	 sonuçlar	 doğrultusunda,	 farklı	 zaman	 dilimlerindeki	 bölünme	 hızları	 analiz	

edilerek	iki	önemli	zaman	noktası	(48.	ve	72.	saat)	belirlenmiştir.	Sonrasında	ise	her	bir	grup	için	

n=4	olacak	şekilde	çalışmanın	son	safhasına	geçilmiştir.		

Bu	kısımda	özetle;	

• Basamak	 1	 sonunda	 belirlenmiş	 olan	 tek	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	

kullanılmıştır.	

• İyonize	 edici	 radyasyon	 verilen	 ve	 verilmeyen	 gruplardaki	 HT22	 hücrelerine	

Basamak	 2.2’de	 belirlenen	 ve	 teke	 indirgenen,	 makrofaj	 KM	 yaklaşımı	

uygulanmıştır.	

• Belirlenen	son	strateji	uygulandıktan	sonra,	iki	zaman	noktasında	kültür	işlemleri	

sonlandırılmış,	 HT22	 hücreleri	 ultrastrüktürel	 olarak,	 apoptotik	 karakterleri	

yönünden,	 gen	 ekspresyonu	 durumları	 ve	 immünositokimyasal	 olarak	 test	

edilmiştir.	 Tüm	 sonuçlar	 istatistiksel	 olarak	 analiz	 edilip	 yorumlanmıştır	 (Şekil	

3.8).	
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Şekil	 3.8.	 Basamak	 2.2	 sonuçlarına	 göre	 belirlenmiş	 tedavi	 grupları	 üzerindeki	 deneylerin	
şematik	 olarak	 gösterilmesi.	 (A)	 Zaman	 1	 (48.	 saat)	 ve	 Zaman	 2	 (72.	 saat)	 olarak	 belirlenmiş	
zaman	noktalarındaki	deney	gruplarının	gösterilmesi	ve	gruplar	üzerinde	uygulanan	yöntemler	
(B)	Zaman	1	ve	2	için	oluşturulan	grupların	şematik	olarak	açıklanması.	

3.4.	Canlı	Kalan	Hücre	Kolonisi	Testi	(Clonogical	Survival	Assay)	

İn-vitro	 radyasyon	 duyarlılığını	 değerlendirmede	 kullanılan	 bir	 test	 olan	 CKHKT,	 aynı	

zamanda,	 radyasyon	 sonucu	 sağkalımı	 değiştirebilen	 ajanların	 etkinliğini	 test	 etmek	 için	 de	

kullanılan,	 altın	 standart	 değerinde	 bir	 testtir	 [130,132,133].	 Radyasyon	 maruziyeti	 sonucu	

radyasyonun	 etkilerini	 hayatta	 kalan	 hücre	 düzeyinde	 göstermek	 ve	 uygun	 dozu	 belirlemek	

amacıyla	canlı	kalan	hücre	kolonisi	testi	gerçekleştirilmiştir.	

Bunun	için,	

• T25	 flasklara	 ekilen	 hücreler	 %70	 konfluent	 duruma	 ulaştıktan	 sonra,	 iyonize	

edici	radyasyon	işlemi	uygulanmıştır.	

• Kuyucuk	 başına	 sayıları	 belirlenmiş	 olan	 hücreler	 (500	 hücre/kuyucuk),	 6	

kuyucuklu	platelere	ekilip	hücreler	5-6	gün	boyunca	inkübe	edilmiş	ve	hücrelerin	

koloni	oluşturma	kapasiteleri	izlenmiştir.	
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• Koloni	oluşumları	mikroskop	altında	gözlendikten	sonra	(1	kolonide	en	az	50-60	

hücre	olana	kadar)	media	uzaklaştırılıp	DPBS	ile	yıkanmıştır.	

• Daha	sonrasında	hücreler	%70’lik	etil	alkolle	fikse	edilip	%0,05’lik	kristal	violet	ile	

(30	dk)	boyanmıştır.		

Bu	sürenin	sonunda	kolonileri	içeren	kuyucuklar	3	kere	DPBS	ile	yıkanmış	ve	plateler	ters	

çevrilerek	 kuruması	 için	 bir	 gün	 süreyle	 beklenmiştir.	 Plateler	 fotoğraflandıktan	 sonra,	 koloni	

sayım	işlemi	ImageJ/Fiji	(National	Institutes	of	Health-	NIH,	ABD)	ile	“çoklu	nokta	(multi	point)”	

özelliği	 sayesinde	 gerçekleştirilmiştir.	 Sayılan	 koloniler	 gruplar	 arasında	 karşılaştırılmıştır	

[130,134].	

3.5.	Işık	ve	Elektron	Mikroskobik	İnceleme	

Elektron	mikroskobik	incelemeler	için	oluşturulan	gruplarda	deney	sonunda,		

• Flasklardaki	medyum	uzaklaştırılıp	hücreler	DPBS	ile	yıkandıktan	sonra,	üzerine	

tripsin	eklenen	hücreler	3-4	dk	37°C’deki	inkübatörde	bekletilmiştir.		

• Tutunduğu	yüzeyden	kalkan	hücrelerin	üzerine	katkılı	medyum	eklenmiş	ve	hücre	

süspansiyonu	15	ml’lik	falkon	tüplere	alınmıştır.		

• 125g’de	 5	 dk	 santrifüj	 işlemi	 sonrasında,	 pellet	 hacminin	 5	 katı	 olacak	 şekilde	

%2,5’luk	gluteraldehit	solüsyonu	(GA)	ile	hücreler	resüspanse	edilmiştir.		

• Hücre	 süspansiyonu	 eppendorf	 tüplere	 aktarılıp	 10	 dk	 oda	 ısısında	 hücrelerin	

fikse	olması	için	bekletilmiştir.		

• Fikse	edilen	hücreler,	31514	g’de	(maksimum	g)	5	dk	santrifüj	edilip	süpernatant	

uzaklaştırılmış	ve	pellet	üzerine	1	ml	%2,5’luk	GA	solüsyonu	eklenmiştir.	

• 20	 dk	 sonra	 pellet	 bütün	 bir	 disk	 şeklinde	 tüpten	 çıkarılmış	 ve	 1	mm3	 olacak	

şekilde	parçalara	bölünmüştür.	

• Daha	 sonrasında	DPBS	 ile	 yıkanan	pellet	 parçaları	 aşağıdaki	 takip	 protokolüne	

göre	hazırlanmıştır.		

Bunun	için	sırayla;	

• %1’lik	osmium	tetraoksit	içinde	60	dk	(ikinci	tespit	için)	

• PBS	ile	yıkama	3	X	5	dk		

• %50’lik	etil	alkol	içinde	15	dk		

• %60’lık	etil	alkol	içinde	15	dk		

• %70’lik	etil	alkol	içinde	15	dk		

• %80’lik	etil	alkol	içinde	15	dk		

• %90’lık	etil	alkol	içinde	15	dk		
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• 1.	%96’lık	etil	alkol	içinde	15	dk		

• 2.	%96’lık	etil	alkol	içinde	15	dk		

• 3.	%96’lık	etil	alkol	içinde	15	dk	

• 4.	%96’lık	etil	alkol	içinde	15	dk		

• Propilen	oksit	içinde	15	dk		

• Propilen	oksit	içinde	15	dk		

• Propilen	oksit	:	epoksi	rezin	içinde	(3:1)	60	dk		

• Propilen	oksit	:	epoksi	içinde	rezin	(1:1)	60	dk		

• Propilen	oksit	:	epoksi	içinde	rezin	(1:3)	60	dk		

• Epoksi	rezin	içinde	16-24	saat	hücre	pellet	parçaları	bekletilmiştir.	

Yukarıdaki	işlemler	yapıldıktan	sonra,	ertesi	gün,	hücreler	epoksi	rezine	gömülüp	60°C’lik	

etüvde	18	saat	boyunca	epoksi	rezinin	polimerize	olması	için	beklenmiştir.	Elde	edilen	bloklardan	

ultramikrotom	 (Leica	 Ultracut	 UCT	 125	 ultramikrotom	 Leica	 Microsystems	 GmbH,	 Viyana,	

AVUSTURYA)	ile	ilk	olarak	2	µm	kalınlığında	yarı	ince	kesitler	alınarak	%1’lik	toluidin	mavisiyle	

(Electron	Microscopy	 Sciences,	 Katolog	No:	 22050)	 boyanmıştır.	 Boyanan	 kesitler	 entellan	 ile	

kapatıldıktan	sonra	ışık	mikroskobuna	(Olympus	BX50,	Olympus	Anonim	Şirketi	GmbH,	Almanya)	

eklenmiş	kamera	(Olympus	LC30,	(Olympus	Anonim	Şirketi,	Tokyo,	Japonya)	ile	fotoğraflanmıştır.	

Daha	 sonrasında,	70	nm	kalınlığında	 ince	kesitler	300	gözenekli	bakır	 gridlere	alınarak	uranil	

asetat	ve	kurşun	sitrat	ile	kontrastlanmıştır.		

Kontrastlama	işlemi	için;		

• Kesitler	uranil	asetatta	5	dk	bekletilmiştir	

• Distile	su	ile	yıkanmıştır	(3	X	1	dk)		

• Kurşun	sitratta	5	dk	bekletilmiştir	

• Distile	su	ile	yıkanmıştır	(3	X	1	dk)	

• Kurutma	kağıdı	ile	kurutulmuştur	

3.6.	Akım	Sitometrik	Analiz	

Radyasyon	 maruziyeti	 sonucu	 hücrelerde	 oluşabilecek	 erken	 apoptoz,	 geç	 apoptoz	 ve	

nekrozun	kantitatif	olarak	gösterilmesi	için	bu	teknik	uygulanmıştır.		

3.6.1.	Anneksin	V/PI	ile	Erken,	Geç	Apoptozisin	ve	Nekrozisin	İncelenmesi	

Ticari	olarak	temin	edilen	FITC	Annexin	V/PI	apoptoz	kiti	(BioLegend;Cat	No:	640932)	

hücreler	üzerinde	uygulanmıştır.		
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Kitin	talimatlarına	göre	kısaca;		

• 0.25-1.0x107	 arasında	 değişen	 hücre	 süspansiyonunun	 100	 µl’si	 yeni	 bir	 tüpe	 alınarak	

üzerine	5µl	FITC	Anneksin	V	ilave	edilmiş	ve	karıştırılmıştır.	

• Daha	sonra	10	µl	Propidyum	Iyodür	(PI)	solüsyonu	ilave	edilmiştir.	

• Yavaşça	karıştırılan	süspansiyon	15	dk	oda	sıcaklığında	(25°C)	inkübe	edilmiştir.	

• Son	 olarak	 400µl	 Anneksin	 V	 tampon	 eklenerek	 analiz	 için	 akım	 sitometri	 cihazında	

okutulmuştur	[135,136].	

Bu	işlemlerin	sonucunda,	

Annexin	V	(-)	ve	PI	(-)	boyanan	hücreler	canlı	ve	sağlıklı	hücreler	olarak,	

Annexin	V	(+)	ve	PI	(-)	boyanan	hücreler	erken	apoptotik	hücreler	olarak,	

Annexin	V	(+)	ve	PI	(+)	boyanan	geç	apoptotik	hücreler	olarak,		

Annexin	V	(-)	ve	PI	(+)	boyananlar	ise	nekrotik	hücreler	olarak	değerlendirilmiştir.	

3.7.	Gen	Ekspresyon	Analizlerinin	Yapılması	

3.7.1.	Total	RNA	İzolasyonu	

Altı	kuyucuklu	platelerde	yapılmış	olan	deneyler	sonucunda	her	bir	kuyucukta	~1x106	

hücre	olacak	şekilde,	hücrelerden	total	RNA	(tRNA)	izolasyonu	gerçekleştirilmiştir.	Bu	sebeple,	

ticari	olarak	elde	edilen	kit	yardımıyla	(ROCHE,	High	Pure	RNA	Isolation	Kit,	50	reactions,	REF:	

11828665001)	üretici	firmanın	talimatlarına	uyularak	tRNA	izolasyonu	gerçekleştirilmiştir.	

Buna	göre;	

• Platelerdeki	medyum	uzaklaştırılıp	hücreler	DPBS	ile	yıkanmıştır.	

• Üzerine	 tripsin	 eklenen	 hücreler	 3-4	 dk	 37°C’deki	 inkübatörde,	 hücrelerin	 yüzeyden	

tamamen	kalkması	için	bekletilmiştir.		

• Tutunduğu	 yüzeyden	 kalkan	 hücrelerin	 üzerine	 katkılı	 medyum	 eklenmiş	 ve	 hücre	

süspansiyonu	15	ml’lik	falkon	tüplere	alınmıştır.		

• Yavaş	 bir	 şekilde	 pipetaj	 yapıldıktan	 sonra	 HT22	 hücreleri	 300	 g’de	 2-3	 dk	 sanrifüj	

edilmiştir.	

• Santrifüj	 işleminden	 sonra	 süpernatant	 atılarak	 aşağıda	 kalan	 pellete	 soğuk	 DPBS’den	

(+4°C)	 5	 ml	 ilave	 edilip	 yavaş	 bir	 şekilde	 pipetaj	 yapılarak	 hücrelerden	 fenol	 redin	

uzaklaşması	 sağlanmıştır.	 Bu	 işlemden	 sonra,	 tüm	 süspansiyon	 300	 g’de	 3	 dk	 sanrifüj	

edilmiştir.	

• Santifüj	işleminden	sonra	süpernatant	atılarak	örnekler	buz	üzerine	alınmıştır.	
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• Aşağıda	kalan	pellete,	örnek	başına	200	µl,	 filtrelenmiş	soğuk	DPBS’den	(+4°C)	eklenip	

pipetaj	 yapılmış,	 daha	 sonra	 yine	 örnek	 başına	 400	 µl	 olacak	 şekilde	 kitin	 içerisinde	

bulunan	lizis	tamponundan	(lysis	buffer)	eklenip	örnekler	karıştırılmıştır.	

• Toplamda	örnek	başına	600	µl	olan	karışım,	20	saniye	vorteks	cihazı	ile	karıştırılıp	kitin	

içerisinde	bulunan	kolonlara	aktarılmıştır.	

• Tüpler	8000	g’de	23	saniye	santrifüj	edilmiştir.	

• Örnek	 atıklarının	 toplandığı	 toplama	 tüpü	 (collection	 tube)	 boşaltılıp	 kolonlara	 örnek	

başına	 10	 µl	DNase,	 90	 µl	DNase	 inkübasyon	 tamponundan	 (DNase	 incubation	 buffer)	

eklenip	15	dk	inkübasyon	için	beklenmiştir.		

• İnkübasyondan	 sonra,	 kolonların	 üzerine,	 örnek	 başına	 500	 µl	 olacak	 şekilde,	 kitin	

içerisinden	çıkan	1	numaralı	yıkama	tamponu	eklenmiştir	(Wash	Buffer	I).		

• Tüpler	8000	g’de	23	saniye	santrifüj	edilmiştir.	

• Toplama	tüpü	boşaltılıp	kolonlara,	örnek	başına	500	µl	olacak	şekilde,	kitin	içerisinden	

çıkan	2	numaralı	yıkama	tamponu	eklenmiştir	(Wash	Buffer	II).		

• Tüpler	8000	g’de	23	saniye	santrifüj	edilmiştir.	

• Toplama	tüpü	boşaltılıp	kolonlara,	örnek	başına	200	µl	olacak	şekilde,	2	numaralı	yıkama	

tamponu	eklenmiştir	(Wash	Buffer	II).	

• Tüpler	en	yüksek	g’de	2	dk	santrifüj	edilmiştir.	

• Toplama	tüpü	boşaltılıp	kolonlar,	kitin	 içerisinden	çıkan,	1,5	ml’lik	kilitli	DNase/RNase	

free	steril	eppendorf	tüplere	aktarılmıştır.	

• Kolonların	üzerine,	örnek	başına	50	µl	kitin	içerisinden	çıkan,	elüsyon	tamponu	(elution	

buffer)	eklenip,	1-2	dk	oda	sıcaklığında	(20-24°C)	inkübasyon	için	beklenmiştir.		

• Tüpler	8000g’de	1	dk	santrifüj	edilip	tRNA	izolasyon	işlemi	tamamlanmıştır.	

• Daha	sonra,	1,5ml’lik	eppendorf	tüpler	içinde	bulunan	tRNA’lar,	sıvı	azota	(sıvı	nitrojen)	

atılarak	hızlıca	dondurulmuş	ve	Anatomi	A.D.’deki	-80°C	derin	dondurucuya,	örneklerin	

kullanılacağı	güne	kadar	saklamak	için	kaldırılmıştır.	

Total	RNA	örnekleri,	Mersin	Üniversitesi	 İleri	Teknoloji	Eğitim,	Araştırma	ve	Uygulama	

Merkezi’nde	(MEİTAM)	bulunan	QDrop	cihazında	konsantrasyon	ve	nükleik	asit	saflık	analizi	için	

ölçülüp	 QDrop	 okutmaları	 sonucu	 sadece	 280/260	 ve	 260/230	 absorbans	 değerleri	 1.8≤X	

üzerinde	olan	örnekler	cDNA’ya	çevirmek	için	kullanılmıştır.	

3.7.2.	cDNA	Sentezi	

Gen	 ekspresyon	 analizlerinde	 kullanılacak	 cDNA’ların,	 ilk	 olarak	 bir	 önceki	 basamakta	

hücrelerden	 izole	 edilmiş	 olan	 total	 RNA’lardan	dönüştürülmesi	 gerekmektedir.	Her	 bir	 cDNA	

sentezine	dönüştürme	işleminde	500	ng	miktarında	tRNA	kullanılmıştır.	Kitin	talimatlarına	göre	
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bir	 cDNA	 master	 mix	 hazırlanmış	 ve	 MiniAmp	 Plus	 Thermal	 Cycler	 cihazında	 aşağıdaki	 PCR	

programı	kullanılarak	tRNA’lardan	cDNA’ya	çevrimi	gerçekleştirilmiştir	(Tablo	3.1).	

Tablo	3.1.	tRNA’dan	cDNA’ya	çevirim	için	uygulanan	PCR	reaksiyonu	

Sıcaklık	 Süre	

25°C	 10	dk	

37°C	 120	dk	

85°C	 5	dk	

Her	bir	biyolojik	örnek	için	mutlaka	kitin	enzimi	olan	Multiscribe	enzimi	içermeyen,	fakat	

total	RNA	içeren	bir	tüp	de	dahil	edilmiştir.	Bu	örnekler	ilerleyen	kantitatif-RT-PCR	analizlerinde	

negatif	kontrol	olarak	kullanılmıştır.		

Eğer	RNA	 izolasyonu	 sırasında	 izolatın	 içerisine	az	miktarda	bile	DNA	karışmış	 ise,	bu	

örnek	içeresindeki	RNA	ya	ek	olarak	kontamine	olmuş	DNA	da	RT-PCR	primerleri	ile	çoğalabilir.	

Sonuç	 olarak	 da	 elimizde	 ilgili	 genin	 mRNA	 ekspresyonu	 ile	 birlikte	 gDNA’ya	 ait	 bölgede	

çoğalabilir	 ve	 bizi	 yanıltabilir.	 Bu	 gerekçelerle	 söz	 konusu	 negatif	 kontrol	 tüm	 örnekler	 için	

oluşturulup	her	bir	genin	ekspresyonu	için	test	edilmiştir.	

3.7.3.	Kantitatif	RT-PCR	ile	Gen	Ekspresyon	Analizi	

Sentez	 edilen	 cDNA’lardan	 aşağıdaki	 tabloda	 verilmiş	 olan	 genlerin	 (Tablo	 3.2),	

ekspresyon	düzeylerinin	rölatif	kantitasyonu	her	bir	gen	 için	ayrı	ayrı	belirlenen	özgül	primer	

dizileri	 kullanılarak	Mersin	 Üniversitesi	 Hastanesi	 Biyokimya	 A.D.’de	 bulunan	 Real	 Time	 PCR	

(Roche	 Light	 Cycler	 480	 Instrument,	 RRID:SCR_020502)	 ile	 gerçekleştirilmiştir.	 Ekspresyon	

düzeylerinin	kantitasyonu	ise	“Comparative	CT	(ΔΔC)”	analizi	ile	yapılmıştır.	Yöntem;	hedef	gen	

ve	endojen	kontrol	 ile	pozitif	RNA	örneğine	(TaqMan	Human	Control	Total	RNA-4307281’	den	

sentezlenen	cDNA)	göre	ekspresyon	düzeylerindeki	farklılıkları	belirleme	şeklinde	çalışmaktadır.	

Reaksiyon	sonrası	elde	edilen	ΔΔC	değerleri	kullanılarak	2-ΔΔCT	hesaplanarak	ve	endojen	kontrol	

ile	referans	RNA’ya	karşı	araştırılan	genin	ekspresyon	düzeyleri	belirlenmiştir.		

3.7.4.	Kantitatif	RT-PCR	için	Primer	Tasarısı	

Çalışmamızda	kullanılan	Hprt,	Nrf2,	Grn	ve	Bdnf	genlerinin	RT-PCR	primerleri	literatürden	

[137]	alınmış,	Dusp22	ve	C9orf72	genlerinin	primerleri	ise	tarafımızca	tasarlanmıştır	(Tablo	3.2).	

Bunun	 için,	 Pubmed	 “Gene”	 den	 tasarlanması	 planlanan	 primerlerin	 gen	 isimleri	 bu	 araca	

yazılarak	sekansları	belirlenmiştir	 (Tablo	3.2).	Birden	 fazla	varyant	mRNA’sı	olanlar	 için	ortak	
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sekans	 saptanmıştır.	 Ensembl	 indeksten	 exon-exon	 sınırları	 tespit	 edilmiş	 ve	 Integrated	 DNA	

Technologies	 (IDT)	 PrimerQuest	 Tool	 aracılığıyla	 uygun	 primerler	 seçilmiştir.	 Ayrıca	 IDT	

OligoAnalyzer	ile	tasarlanan	primerlerin	self-dimer,	heterodimer	özellikleri	ve	hairpin	yapıları,	

Delta	G	 hesaplamaları	 göz	 önünde	bulundurularak	 kontrol	 edilmiştir.	 Son	 olarak,	 non-spesifik	

bağlanmaların	 kontrolü	 için	 “Primer-BLAST	 –	 (NCBI)”	 kullanılmış	 ve	 en	 uygun	 olan	 primerler	

seçilerek	ekspresyon	analizine	geçilmiştir.		

Tablo	3.2	Deneylerde	kullanılan	RT-PCR	primer	dizileri,	hedef	genler	ve	amplikon	(PCR	ürünü)	
büyüklükleri	

Hedef	Gen	

(fare	genomu)	

RT-PCR	Primer	Dizisi	

Forward	(5’-3’)	

Reverse	(3’-5’)	

Amplikon	Büyüklüğü	(bd)	

Hprt		 CAGCGTCGTGATTAGCGATGAT	 134	

CCAGTTGGTAAAGTCCAGCAG	

Nrf2	 AAGAATAAAGTCGCCGCCCA	 170	

AGATACAAGGTGCTGAGCCG	

Grn	 GTGACCTGGTTCACACACGA	 91	

GACACTGCCCTGTTGGTCTT	

Bdnf	 AGCTGCCTTGATGTTTACTTTGA	 148	

GTCCGTGGACGTTTACTTCTTTCA	

Dusp22	 GACACACCATCTCAAAACCTGAC	 132	
GATCACCAATGTCACACTCCTG	

C9orf72	 CTAGTGAAAGCCTTCCTGGATCA 137	

TGCGTATCATCCTCGATGTACTTG 

3.8.	Gerçek	Zamanlı	Hücre	Analizinin	Yapılması	

Oluşturulan	 gruplarda	 fare	 hipokampal	 hücrelerinin	 proliferasyonuna	 radyasyon	

uygulama	 işlemi	 sonucunda	 hasar	 gören	 hücrelerin	 makrofaj	 medyumunun	 etkisini	 anlamak	

amacıyla	 MEİTAM’da	 bulunan	 hücre	 kültürü	 laboratuvarındaki,	 zemininde	 yerleşmiş	 olarak	

bulunan	mikroelektrotlar	ile	elektriksel	empedansı	ölçme	prensibiyle	çalışan	Roche	xCELLigence	

RTCA	DP	cihazı	ile	120	saat	boyunca	hücre	canlılık	eğrileri	değerlendirilmiş	ve	kantitatif	sonuçlar	

elde	edilmiştir.	
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Buna	göre;	

• Cihaza	özel	16	kuyucuklu	e-plate	kuyularına	100	µl	medyum	ilave	edilmiştir.	Daha	

sonra,	 e-plateler	 cihaza	 yerleştirilmiş	 ve	 hücre	 içermeyen	 medyum	 cihazda	

okutulmuştur.	

• Bu	“boş	okuma”	işleminden	sonra,	yüzey	alanı	yaklaşık	1,04	cm2	olan	kuyucuklara	

sahip	e-platelere,	laminar	kabin	içerisinde,	deneylerden	önce,	her	bir	kuyucukta	

500	hücre	olacak	şekilde	CEDEX	XS	hücre	sayım	cihazı	ile	sayılan	HT22	hücreleri	

(iyonize	edici	radyasyona	maruz	bırakılmamış	ve	bırakılmış)	ekilmiştir.		

• Hücrelerin	 tutunması	 için	24	 saat	 37°C	 sıcaklık	 ve	%5	CO2	 içeren	 inkübatörde	

bekletilmiştir.	

• Hücreler	 tutunduktan	 sonra	 Şekil	 3.7’de	 özetlenmiş	 olan	 deney	 grupları,	 grup	

başına	 n=4	 olacak	 şekilde	 oluşturulmuş	 ve	 bu	 gruplara	 göre	 tüm	 deneyler	

gerçekleştirilmiştir.		

• RAW264.7	 fare	 makrofaj	 hücre	 hattı	 medyumu	 (koşullandırılmış	 medyum)	

uygulama	işlemlerinden	toplam	120	saat	sonra	deneyler	sonlandırılmıştır.	

• “RTCA	 Software	 (version	 1.2.1)”	 programına	 aktarılmış	 olan	 hücre	 indeksi	

verilerinin	istatistikleri	yapılarak	yorumlanmıştır.	

3.9.	İmmünositokimyasal	İşlemler	

3.9.1.	Hücrelerin	İşaretlenmesi	

Deney	grupları	üzerinde	yapılmış	olan	immün	işaretlemeler	için	hücreler	96	kuyucuklu	

petrilere	ve	konfokal	petrilerine	ekilmiştir.	Deneyler	sonucunda	hücrelere	immunositokimyasal	

(ISK)	işaretlemeler	için	aşağıdaki	protokol	uygulanmıştır:	

• Hücreler	üzerinden	medyum	uzaklaştırılıp	hücreler	bir	defa	PBS	ile	yıkanmıştır.	

• Oda	sıcaklığında	%4’lük	paraformaldehit	solüsyonu	ile	10	dk	fikse	edilmiştir.	

• Hücreler	DPBS	ile	yıkanmıştır	(3X5	dk).	

• %0,25’lik	 Triton	 X-100	 (Merck,	 Katalog	 No:108603.1000)	 içeren	 PBS	 tamponu	

içerisinde	hücre	geçirgenliğini	arttırmak	amacıyla	15	dk	inkübe	edilmiştir.	

• Hücreler	DPBS	ile	yıkanmıştır	(3X5	dk).	

• %2,5’luk	sığır	serumu,	%1,5	normal	keçi	serumu	ve	%0,05	Triton	X-100	 içeren	

PBS	tamponu	içerisinde	60	dk	bloklama	yapılmıştır.	

• %2,5’luk	sığır	serumu,	%1,5	normal	keçi	serumu	ve	%0,05	Triton	X-100	 içeren	

PBS	tamponu	içerisinde	primer	dilüsyonları	ayarlanmıştır.	

- Ki67:	1:250	(abcam,	katalog	no:	ab15580)	



Ayla	Batu	Öztürk,	Doktora	Tezi,	Sağlık	Bilimleri	Enstitüsü,	Mersin	Üniversitesi,	2023	

32	

	

• Primer	inkübasyonu	+4°C’de	bir	gece	yapılmıştır.	

• Ertesi	gün,	hücreler	DPBS	ile	yıkanmıştır	(3X5	dk).	

• Sekonder	konsantrasyonları	ayarlanmıştır.	

- 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))	

• Sekonder	 inkübasyonu	 90	 dk,	 karanlık	 bir	 ortamda,	 oda	 sıcaklığında	

gerçekleştirilmiştir.		

• Hücreler	DPBS	ile	yıkanmıştır	(3X5	dk).	

• %0.01’lik	Hoechst	33342	(Molecular	Probes,	H1399)	içeren	PBS	ile	10	dk	inkübe	

edilerek	hücre	çekirdekleri	işaretlenmiştir.	

• Hücreler	DPBS	ile	yıkanmıştır	(3X5	dk).	

Hedeflenen	hücrelerin	analizi,	her	grup	için	ayrı	ayrı	görüntülenen	fotoğraflar	üzerinde,	

ücretsiz	Image	J/Fiji	(National	Institutes	of	Health-	NIH,	ABD)	yazılımı	kullanılarak	yapılmıştır.	

3.9.2.	Flouresan	Mikroskop	ile	Görüntüleme	ve	Görüntülerin	Analizi	

İmmünfloresan	 olarak	 işaretlenmiş	 cam	 tabanlı	 konfokal	 platelerdeki	 hücreler	 (Celvis,	

Katolog	 No:	 D35200N)	 ,	 Mersin	 Üniversitesi	 Tıp	 Fakültesi	 Histoloji	 ve	 Embriyoloji	 Anabilim	

Dalı’nda	 bulunan	 Nikon	 Ti	 inverted	 floresan	 mikroskop	 altında	 20X	 ve	 40X	 objektif	 altında	

görüntülenmiş	ve	fotoğraflanmıştır.	

Her	bir	plate	için	2	farklı	alan	ve	her	bir	alandan	2	farklı	bölge	(Şekil	3.9)	seçilerek	grup	

başına	toplam	10	fotoğraf	çekilmiştir	(n=5).	Flouresan	mikroskopla	çekilen	fotoğraflar,	ücretsiz	

bir	program	olan	Image	J/Fiji	(National	Institutes	of	Health-	NIH,	ABD)	üzerinde	analiz	edilmiştir.	

Analizler,	 resimler	 8-bit	 gray-scale	 TIF	 formatına	 dönüştürüldükten	 sonra	 gerçekleştirilmiştir	

(Şekil.	3.10)	[138].	Hücrelerdeki	Ki67	boyanma	yoğunluğunu	belirleyebilmek	amacıyla	yazılımın	

“oval	şekil”	ve/veya	“hands	free	”	aracı	kullanılarak,	nöron	nükleuslarının	dış	sınırları	çizilmiştir	

(Şekil	3.11).	Sınırları	çizilen	nöronların	içerisindeki	boyanma	yoğunluğu	ise	yazılımdaki	“analyze”	

menüsündeki	 “measure”	 seçeneği	 ile	 “piksel	 yoğunluğu”	 cinsinden	 ölçülerek	 kaydedilmiştir.	

Belirlenen	yoğunluk	yüzdesi	üzerinden	hesaplamalar	istatistiksel	analizler	ile	karşılaştırılmıştır.	
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Şekil	3.9.	Cam	tabanlı	konfokal	platelerinde	resim	çekilen	alanların	gösterilmesi	

	

Şekil	 3.10.	 Fotoğrafların	 Image	 J/Fiji	 yazılımı	 ile	 8	 bit’lik	 gri	 skalaya	 çevrilmesi.	 Objektif	

büyüklüğü:	20X.	
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Şekil	3.11.	Gri	skalaya	çevrilen	fotoğraflar	üzerinde	hücrelerin	işaretlenmesi.	Objektif	büyüklüğü:	
20X.	

3.10.	Bulguların	İstatistiksel	Analizi	

Çalışmamızda	elde	edilen	tüm	verilerin	tanımlayıcı	istatistikleri,	her	bir	bağımsız	deney	

için	teknik	kopyalar	ile	çalışma	grubu	başına	dört	ila	24	arasında	değişen	(n=4-24)	bağımsız	deney	

olacak	 şekilde	 gerçekleştirilmiştir.	 Her	 bir	 yöntemde	 kullanılan	 bağımsız	 deney	 sayısı	 ilgili	

deneyin	 yönteminin	 açıklandığı	 kısım	 ve	 ilgili	 şekil	 altında	 sunulmuştur.	 Normallik	 varsayımı	

Shapiro-Wilk	 testi	 ile	 test	 edilmiştir.	 Shapiro-Wilk	 testi	 sonucuna	 göre	 ihlal	 gözlenmesi	

durumunda	 (normal	 dağılım	 yok)	 (P<0,05)	 non-parametrik	 (Kruskal-Wallis),	 gözlenmemesi	

(normal	dağılım	var,	P>0,05)	durumunda	 ise	parametrik	(One-Way	ANOVA)	test	seçilerek	veri	

analizleri	 gerçekleştirilmiştir.	 Tüm	 istatistiksel	 analizlerde,	 anlamlılık	 eşik	 değeri	 olarak	 0,05	

(P<0,05)	belirlenmiştir.	Analizler	 için	 IBM	SPSS	Statistics	yazılımının	ücretsiz	deneme	sürümü	

(26)	kullanılmıştır.	Tanımlayıcı	 veriler,	 eğer	non-parametrik	bir	 analiz	 gerçekleştirildiyse	box-

plot	grafiği	(minimum-median-maksimum	verileri	işaret	eden),	parametrik	seçildiyse	ortalama	±	

standart	sapmayı	temsil	eden	bar	grafiği	biçiminde	sunulmuştur.	İstatistiksel	analizi	tamamlanan	

verilerin	grafikler	haline	dönüştürülmesi	 ve	düzenlenmesi	 için	Microsoft	Office	 (sürüm	15.32)	

yazılımı	kullanılmıştır.	Elde	edilen	bilgiler	her	deney	sonrasında	analiz	edildiği	gibi	çalışmanın	

tüm	laboratuvar	deneyleri	bittikten	sonra	tekrar	kontrol	edilmiştir.	İstatistiki	bilgiler	sonucunda	

bulgular	yazılarak,	bilgiler	yorumlanmıştır.	
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4.	BULGULAR	

4.1.	Basamak	1.1	Bulguları	

Çalışmamızın	 bu	 basamağında	 HT22	 hücreleri	 kullanılarak	 oluşturulan	 kraniyal	 RT	

modelinin	 tutarlılığı	 CKHKT	 ile	 gösterilmiştir.	 İlk	 olarak,	 kullandığımız	 HT22	 hücre	 hattının	

CKHKT	 uygulaması	 ile	 normal	 kültür	 koşulları	 altındaki	 uyumluluğu	 bir	 ön	 çalışma	 ile	

değerlendirilmiştir.	Sonrasında	ise	HT22	hücrelerinin	iyonize	radyasyona	karşı	duyarlılıkları,	0-

10	 Gy	 arasında	 artan	 dozlarda	 iyonize	 radyasyona	 maruz	 bıraktığımız	 hücre	 gruplarının	

oluşturdukları	canlı	koloni	sayıları	kullanılarak	hesaplanmıştır.		

4.1.1.	Canlı	Kalan	Hücre	Kolonisi	Testi	(Clonogical	Survival	Assay)	Bulguları	

İlk	olarak	HT22	hücre	hattının	canlı	koloni	oluşturma	karakteri	tespit	edilmiştir.	Bunun	

için	5	farklı	6	kuyucuklu	petriye,	her	birine	sırasıyla	500,	1000,	2000,	4000	ve	10000	sayıda	(n=3)	

HT22	hücresi	ekilerek,	standart	koşullarda	5-6	gün	kültür	işlemi	sonunda	%0,5’lik	kristal	violet	

ile	 boyanmış	 ve	 koloni	 oluşumu	morfolojik	 olarak	 gözlemlenmiştir	 (Şekil	 4.1).	 Bu	 ön	 çalışma	

sonucunda	 elde	 edilen	 morfolojik	 görüntüler	 incelendiğinde,	 her	 biri	 yaklaşık	 50	 adet	 hücre	

içeren	 gözle	 rahatlıkla	 ayırt	 edilebilir	 ve	 sayılabilir	 olan	 kolonilerin	 optimum	düzeyde	 olduğu	

grup,	 kuyucuk	 başına	 500	 hücre	 ekilen	 grup	 olarak	 belirlenmiştir.	 Çalışmanın	 ilerleyen	

basamaklarında	 gerçekleştirilen	 tüm	 CKHKT	 deneylerinde	 kuyucuk	 başına	 500	 hücre	 olacak	

şekilde	ekim	yapılmıştır	(Şekil	4.1A).	
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Şekil	4.1.	Kuyucuk	başına	koloni	sayısı	belirlemek	için	yapılan	ön	çalışma.	(A)	Kuyucuk	başına	
500	hücre	ekim	sonuçları,	(B)	Kuyucuk	başına	1000	hücre	ekim	sonuçları,	(C)	Kuyucuk	başına	
2000	hücre	ekim	sonuçları,	(D)	Kuyucuk	başına	4000	hücre	ekim	sonuçları,	(E)	Kuyucuk	başına	
10000	hücre	ekim	sonuçları.	%0,5’lik	kristal	violet.	

Her	 birine	 500	 adet	HT22	hücresi	 ekilen	 kuyulara	 (doz	 başına	12	 adet,	 n=12),	Mersin	

Üniversitesi	 Tıp	 Fakültesi	 Radyasyon	 Onkolojisi	 A.D.’de	 bulunan	 iyonize	 edici	 radyasyon	

cihazında	sırasıyla	0,	2,	4,	6,	8,	10	Gy	dozlarında	iyonize	radyasyon	uygulanmıştır.	Uygulamadan	

sonra	6	gün	boyunca	standart	koşullarda	kültüre	edilen	gruplar	CKHKT	uygulamasına	alınmıştır	

(Şekil	4.2).	Farklı	doz	gruplarındaki	HT22	hücrelerinin	oluşturduğu	koloni	sayıları	hesaplanarak,	

ortalama	 ±	 standart	 sapma	 veri	 biçiminde	 bar	 grafiğinde	 sunulmuştur	 (Şekil4.3).	 Bu	 deneyin	

sonunda,	 radyasyon	 dozu	 arttıkça,	 artan	 her	 doz	 için	 ayrı	 ayrı	 kontrole	 göre	 koloni	 sayısının	

azaldığı	gözlenmiştir	(Şekil	4.2,	Şekil	4.3,	Tablo	4.1).	
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Şekil	4.2.	0,	2,	4,	6,	8,	10	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	CKHKT	
testi	 ile	 ölçülen	 kolonileri.	 (A)	 0	 Gy	 grubundaki	 kuyucuklarda	 gözlenen	 koloniler,	 (B)	 2	 Gy	
grubundaki	 kuyucuklarda	 gözlenen	 koloniler,	 (C)	 4	 Gy	 grubundaki	 kuyucuklarda	 gözlenen	
koloniler,	 (D)	 6	 Gy	 grubundaki	 kuyucuklarda	 gözlenen	 koloniler,	 (E)	 8	 Gy	 grubundaki	
kuyucuklarda	gözlenen	koloniler,	(F)	10	Gy	grubundaki	kuyucuklarda	gözlenen	koloniler.	%0,5’lik	
kristal	violet.	

	

Şekil	4.	3.	0,	2,	4,	6,	8,	10	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	canlı	
kalan	hücre	kolonisi	testi	(CKHKT)	sonucunda	gözlenen	canlı	koloni	sayıları	grafiği.	(n=12).	

Tablo	4.1.	0,	2,	4,	6,	8,	10	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	
CKHKT	ile	ölçülen	canlı	koloni	sayılarının	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	 35,50±5,40	 12,33±3,14	 9,50±2,58	
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4.2.	Basamak	1.2	Bulguları	

Basamak	 1.1	 kapsamında	 gerçekleştirilmiş	 olan	 CKHKT	 bulguları	 sonucunda	 ve	

literatürden	 elde	 edilen	 sonuçlar	 doğrultusunda	 (Tablo	 2.1)	 radyasyon	dozu	2	 ve	 8	Gy	 olarak	

belirlenmiştir.	Bu	basamakta,	seçilen	bu	2	farklı	dozun	zamana	bağlı	etkileri	(radyasyondan	6	saat	

ve	24	saat	sonraki	etkiler)	değerlendirilmiştir.	

4.2.1.	Morfolojik	Bulgular	

4.2.1.1.	Işık	Mikroskobik	Bulgular	

HT22	hücrelerinin	hücre	kültürü	ortamındaki	 ışık	mikroskobik	görüntülerinde,	kontrol	

grubunun	 ökromatik	 nükleusa	 ve	 nörit	 benzeri	 uzantılara	 sahip	 olan,	 epiteloid	 karakterde	

hücreler	olduğu	görülmüştür	(Şekil	4.4).	2	ve	8	Gy	radyasyon	uygulanan	gruplarda	ise	ilk	gözlem,	

hücrelerin	büyük	bir	çoğunluğunun	nörit	benzeri	uzantılarını	kaybedip	kısalmış	ve	küntleşmiş	

uzantılara	 sahip	 olduğudur.	 Dahası	 8	 Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grupta	 daha	 belirgin	 olmakla	

birlikte,	 radyasyon	uygulanan	gruplarda,	 sitoplazmanın	daha	dens	göründüğü	 tespit	 edilmiştir	

(Şekil	4.5,	Şekil	4.6).	2	Gy	radyasyon	uygulaması	yapılan	gruplarda,	bazı	hücrelerde	vezikül	artışı	

gözlenmiştir	(Şekil	4.5).	Bu	veziküllerin	zamana	bağlı	olarak	da	arttığı	belirlenmiştir	(Şekil	4.5C,	

D).	 8	 Gy	 radyasyon	 uygulaması	 yapılan	 gruplarda	 ise	 hücrelerdeki	 veziküllerin	 yoğunluğunun	

arttığı	 gözlenmiştir	 (Şekil	 4.6).	 Ayrıca	 bu	 grupta,	 zaman	 ilerledikçe	 dev	 polimorfonükleer	

hücrelerin	(multipolar	nükleusa	sahip	hücreler)	varlığı	tespit	edilmiştir	(Şekil	4.6C,	Şekil	4.6D).	

	

Şekil	4.4.	Kontrol	grubunun	genel	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	(A)	Objektif	büyütmesi	
10X;	 ölçek:10	 µm	 (B)	 A’da	 siyah	 kare	 ile	 çizilen	 alanının	 daha	 yakından	 gösterilmesi.	 Normal	
morfolojideki	nükleus	(asterisk),	nörit	benzeri	uzantılar	(beyaz	oklar).	
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Şekil	4.5.	2	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	bırakılan	grubun	zamana	göre	değişen	(6	sa	ve	24	
sa)	genel	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü	(A,	B)	2	Gy	radyasyon	uygulanan	grubun	6	saat	
sonrasındaki	 (2	 Gy_6sa)	 genel	 ışık	 mikroskobik	 morfolojik	 görüntüsü	 (B)	 A’da	 siyah	 kare	 ile	
çizilen	 alanının	 daha	 yakından	 gösterilmesi	 (C,	 D)	 2	 Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grubun	 24	 saat	
sonrasındaki	 (2	Gy_24	sa)	genel	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü	(D)	C’de	siyah	kare	 ile	
çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi	(A,	C).	Objektif	büyütmesi:	10X;	ölçek:	10	µm.	Nükleus	
(asteriskler),	vezikül	(siyah	oklar),	küntleşmiş	hücre	uzantıları	(beyaz	ok	başları).	



Ayla	Batu	Öztürk,	Doktora	Tezi,	Sağlık	Bilimleri	Enstitüsü,	Mersin	Üniversitesi,	2023	

40	

	

	

Şekil	4.6.	8	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	bırakılan	grubun	zamana	göre	değişen	(6	sa	ve	24	
sa)	genel	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü	(A,	B)	8	Gy	radyasyon	uygulanan	grubun	6	saat	
sonrasındaki	 (8	 Gy_6sa)	 genel	 ışık	 mikroskobik	 morfolojik	 görüntüsü	 (B)	 A’da	 siyah	 kare	 ile	
çizilen	 alanının	 daha	 yakından	 gösterilmesi	 (C,	 D)	 8	 Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grubun	 24	 saat	
sonrasındaki	 (8	Gy_24	sa)	genel	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü	(D)	C’de	siyah	kare	 ile	
çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi	(A,	C)	Objektif	büyütmesi:	10X;	ölçek:	10	µm.	Nükleus	
(asteriskler),	 vezikül	 (siyah	 oklar),	 multipolar	 nükleus	 (siyah	 ok	 başları),	 küntleşmiş	 hücre	
uzantıları	(beyaz	ok	başları).	

HT22	 hücrelerinin	 2µm’lik	 yarı	 ince	 kesitlerinin	 toluidin	 mavisi	 ile	 boyanmış	 ışık	

mikroskobik	görüntülerinde,	kontrol	grubundaki	hücelerin	ökromatik	nükleusa,	belirgin	ve	çok	

sayıda	 nükleolusa	 ve	 lamellipodialara	 sahip	 olan	 hücreler	 olduğu	 görülmüştür.	 Bu	 hücrelerin	

bazılarında	sayısı	çok	az	olmakla	birlikte	yer	yer	veziküllere	de	rastlanmıştır(Şekil	4.7.	A,	D,	Şekil	

4.8).	2	Gy	radyasyondan	6	saat	sonraki	görüntülerde,	hücrelerin	lamellipodialarını	kaybetmediği,	

ancak	veziküllere	sahip	olan	hücrelerde	artış	olduğu	tespit	edilmiştir	(Şekil	4.	7.	B,E	Şekil	4.9).	8	

Gy	 radyasyon	 uygulanan	 gruplarda	 ise	 radyasyondan	 6	 saat	 sonraki	 ışık	 mikroskobik	

görüntülerde,	 hücrelerin	 lamellipodia	 yapılarını	 çoğunlukla	 kaybettiği	 ve	 veziküle	 sahip	 hücre	

sayılarında	artış	olduğu	görülmüştür	(Şekil	4.	7.	C,	F,	Şekil	4.10).	24	saat	sonraki	ışık	mikroskobik	

görüntülerde	 de	 6	 saat	 sonundaki	 görüntülere	 benzer	 morfolojiler	 tespit	 edilmekle	 birlikte,	

izolasyon	membranlarının	ve	mikronükleusların	varlığı	da	gözlenmiştir	(Şekil	4.11).	
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Şekil	4.7	HT22	hücre	hattının	kontrol	 ve	 farklı	dozlardaki	 iyonize	edici	 radyasyon	maruziyeti	
sonrası	morfolojilerinin	ışık	mikroskobik	görüntüleri.	(A,	D)	Kontrol,	(B,	E)	2	Gy	(C,	F)	8	Gy	iyonize	
edici	radyasyon	uygulanmasından	sonra,	6.	saatteki	morfolojik	görüntüleri,	(D)	A’da	siyah	kare	ile	
çizilen	alanının	daha	yakından	gösterilmesi,	(E)	B’de	siyah	kare	ile	çizilen	alanının	daha	yakından	
gösterilmesi,	 (F)	 C’de	 siyah	 kare	 ile	 çizilen	 alanının	 daha	 yakından	 gösterilmesi.	 Nükleus	
(asteriskler),	 lamellipodia	 (sarı	 oklar).	 %0,1’lik	 toluidin	 mavisi;	 objektif	 büyüklüğü:	 100X,	
ölçek:10	µm.		
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Şekil	4.	8.	HT22	hücre	hattının	kontrol	grubu	 ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	nükleoluslar	(N),	lamellipodia	(sarı	oklar),	veziküller	(siyah	oklar).	%0,1’lik	toluidin	
mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	µm.		

	

Şekil	4.	9.	HT22	hücre	hattının	2	Gy	iyonize	edici	radyasyona	maruz	kalan	grubun,	radyasyondan	
sonraki	6.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	(asteriskler),	lamellipodia	
(sarı	oklar),	veziküller	(siyah	oklar).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	
µm.		
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Şekil	 4.	 10.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubun,	
radyasyondan	sonraki	6.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	(asteriskler),	
veziküller	(siyah	oklar).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	µm.		

	

Şekil	 4.	 11.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubun,	
radyasyondan	 sonraki	 24.	 saatindeki	 ışık	 mikroskobik	 morfolojik	 görüntüsü.	 Nükleus	
(asteriskler),	veziküller	(siyah	oklar),	izolasyon	membranı	(siyah	kalın	oklar),	mikronükleus	(sarı	
ok	başları).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	µm.		
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4.2.1.2.	Elektron	Mikroskobik	Bulgular	

	

Şekil	 4.	 12.	HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 neden	 olduğu	morfolojik	
değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	(A)	Kontrol	grubunun	6	saat	sonundaki	
morfolojisi	(B)	2	Gy	grubunun	6	saat	sonundaki	morfolojisi	(C)	8	Gy	grubunun	6	saat	sonundaki	
morfolojisi.	Büyütme	5000X,	ölçek:	5	µm.		

HT22	 hücrelerinin	 elektron	mikroskobik	 görüntülerinde,	 kontrol	 grubunun	 ökromatik	

nükleusa	 sahip,	 hücre	 membranının,	 sitoplazmik	 organellerin	 normal	 ultrastrüktürel	 yapıda	

hücreler	olduğu	ve	lamellipodia	yapılarının	varlığı	görülmüştür	(Şekil	4.12A,	Şekil	13-16).		

	

Şekil	4.13.	HT22	hücrelerinin	elektron	mikroskobik	olarak	görüntüsü.	(A)	Kontrol	grubundaki	
hücrelerin	6	saat	sonundaki	genel	morfolojisi.	Büyütme:	5000X,	ölçek	5	µm.	(B)	kontrol	grubunun	
6	 saat	 sonundaki	 normal	 yapıdaki	 granüllü	 endoplazmik	 retikulumların	 (siyah	 oklar)	 ve	
mitokondriyonların	 (siyah	 ok	 başları)	 morfolojisi.	 Büyütme:	 15000X,	 ölçek:	 2	 µm.	 Normal	
yapıdaki	nükleus	(asteriskler)	ve	lamellipodia	(sarı	oklar).	
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Şekil	4.14.	HT22	hücre	hattının	kontrol	grubu	hücreleri.	Normal	yapıdaki	nükleus	(asteriskler),	
lamellipodia	(sarı	oklar).	Büyütme:	6000X,	ölçek:	5	µm.	

	

	

Şekil	 4.15.	HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubu	 hücreleri.	 Normal	 yapıdak	 nükleus	 (asterisk),	
lamellipodia	 (sarı	 oklar),	 granüllü	 endoplazmik	 retikulumların	 (siyah	 oklar),	 mitokondrionlar	
(siyah	ok	başları).	Büyütme:	25000X,	ölçek:	1	µm.	
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Şekil	 4.16.	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubu	 elektron	 mikroskobik	 görüntüsü.	 Nükleus	
(asterisk),	granüllü	endoplazmik	retikulumlar	(siyah	oklar),	mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları),	
lizozomlar	(kırmızı	oklar).	Büyütme:	25000X;	ölçek	:1	µm.	

2	 Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grupta,	 radyasyondan	 6	 saat	 sonrasında	 kontrole	 göre	

veziküllerde	 ve	 lizozomlarda	 artışa,	 yer	 yer	 farklı	 büyüklüklerde	 otofagozomlara	 ve	 hücrenin	

ölüme	 gittiğini	 gösteren	 izolasyon	 membranlarına	 rastlanmaktadır.	 Bunların	 yanında	

lamellipodia	yapılarının	varlığının	devam	etmekte	olduğu	gözlenmiştir	(Şekil	4.12B,	Şekil	17-21).	

	

Şekil	4.17.	HT22	hücrelerine	uygulanan	2	Gy	iyonize	edici	radyasyonun	neden	olduğu	morfolojik	
değişikliklerin	 elektron	mikroskobik	olarak	 gösterilmesi.	 (A)	2	Gy	 radyasyon	grubunun	6	 saat	
sonundaki	genel	morfolojisi.	Büyütme:	5000X,	ölçek	:5	µm.	(B)	2	Gy	radyasyon	grubunun	6	saat	
sonundaki	 lamellipodia	 (sarı	 oklar)	 ve	 artış	 gösteren	 veziküllerin	 (mavi	 oklar)	 morfolojisi.	
Büyütme:	15000X,	ölçek	:2	µm.	Nükleus	(asteriskler),	lamellipodia	(sarı	oklar).	



Ayla	Batu	Öztürk,	Doktora	Tezi,	Sağlık	Bilimleri	Enstitüsü,	Mersin	Üniversitesi,	2023	

47	

	

	

Şekil	 4.18.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 2	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	 sonundaki	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 Nükleus	 (asteriskler),	
lamellipodia	(sarı	oklar).	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm.	

	

Şekil	 4.19.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 2	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	 sonundaki	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 Nükleus	 (asterisk),	
otofagozom	(beyaz	ok),	normal	yapıdaki	mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları).	Büyütme:	10000X,	
ölçek:	2	µm.	
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Şekil	 4.20.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 2	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	 sonundaki	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 Nukleus	 (asterisk),	 sayısı	
artmış	 veziküller	 (mavi	 oklar)	 ve	 sayısı	 artmış	 lizozomlar	 (kırmızı	 oklar).	 Büyütme:	 10000X,	
ölçek:	2	µm.	

	

Şekil	 4.21.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 2	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	 sonundaki	
morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Nükleus	(asterisk),	izolasyon	
membranları	(siyah	kalın	oklar).	Büyütme:	10000X,	ölçek:	5	µm.	
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8	Gy	radyasyon	uygulanan	grupta	ise	2	Gy’e	göre	veziküllerde	ve	farklı	büyüklüklerdeki	

otofagozomlarda	artışa,	mitokondriyal	matrikste	şişme	ve	dejenerasyona,	genişlemiş	perinükleer	

ve	granüllü	endoplazmik	retikulum	(GER)	sisternalarına	ve	çok	sayıda	izolasyon	membranlarına	

rastlanmaktadır	(Şekil	4.12C,	Şekil	4.	22-31).	Ayrıca	bu	grupta,	lamellipodiaların	sayısının	belirgin	

bir	şekilde	azaldığı,	sadece	filopodiaların	varlığını	koruduğu	gözlenmektedir	(Şekil	4.12C,	Şekil	4.	

22-31).	 Bu	 bulgulara	 ilave	 olarak,	 8	 Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grupta	 zaman	 ilerledikçe	

(radyasyondan	24	saat	sonra)	mikronükleuslarda	artış	gözlenmiştir	(Şekil	4.26,	Şekil	4.30).		

	

Şekil	4.22.	HT22	hücrelerine	uygulanan	8	Gy	iyonize	edici	radyasyonun	neden	olduğu	morfolojik	
değişikliklerin	 elektron	mikroskobik	olarak	 gösterilmesi.	 (A)	 8	Gy	 radyasyon	grubunun	6	 saat	
sonundaki	morfolojisi.	 Büyütme:	 5000X,	 ölçek:	 5	 µm.	 (B)	 Büyütme:	 15000X,	 ölçek:	 2	 µm.	 (C)	
Büyütme:	 7500X,	 ölçek:	 0,5	 µm.	 Nükleus	 (asteriskler),	 otofagozom	 (beyaz	 ok),	 dejenere	
mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları).		
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Şekil	 4.23.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	 sonundaki	
morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Nükleus	(asterisk),	dejenere	
mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları),	genişlemiş	GER	sisternaları	(siyah	oklar).	Büyütme:20000X,	
ölçek:	2	µm.	

	

Şekil	 4.24.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	 sonundaki	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 Nükleus	 (asterisk),	
genişlemiş	GER	sisternaları	(siyah	oklar).	Büyütme:12000X,	ölçek:	2	µm.	
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Şekil	 4.25.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 6	 saat	 sonundaki	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 Nükleus	 (asterisk),	
genişlemiş	GER	sisternaları	(siyah	oklar).	Büyütme:12000X,	ölçek:	2	µm.	

	

	

Şekil	 4.26.	HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 neden	 olduğu	 morfolojik	
değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	(A)	8	Gy	radyasyonun	24	saat	sonundaki	
morfolojisi.	Büyütme:5000X,	ölçek:	5	µm.	(B)	Büyütme:15000X,	ölçek:	2	µm.	Nükleus	(asteriskler),	
izolasyon	 membranı	 (kalın	 siyah	 oklar),	 genişlemiş	 GER	 sisternaları	 (siyah	 oklar),	
mikronükleuslar	(sarı	ok	başları).	
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Şekil	 4.27.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	 sonundaki	
morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Nükleus	(asterisk),	izolasyon	
membranları	(kalın	siyah	oklar),	Büyütme:10000X,	ölçek:	2	µm.	

	

Şekil	 4.28.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	 sonundaki	
morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Nükleus	(asterisk),	izolasyon	
membranları	(kalın	siyah	oklar),	filopodia	(kalın	beyaz	ok).	Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	µm.	
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Şekil	 4.29.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	 sonundaki	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 Nükleus	 (asteriskler),	
genişlemiş	 GER	 sisternaları	 (siyah	 oklar),	 izolasyon	 memranları	 (siyah	 kalın	 oklar).	
Büyütme:15000X,	ölçek:	2	µm.	

	

Şekil	 4.30.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	 sonundaki	
morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	 Nükleus	 (asterisk),	
genişlemiş	 GER	 sisternaları	 (siyah	 oklar),	 mikronükleus	 (sarı	 ok	 başı),	 lizozom	 (kırmızı	 ok),	
veziküller	(mavi	ok).	Büyütme:15000X,	ölçek:	2	µm.	
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Şekil	 4.31.	 HT22	 hücrelerine	 uygulanan	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyonun	 24	 saat	 sonundaki	
morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Nükleus	(asterisk),	izolasyon	
memranları	(siyah	kalın	oklar).	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm.	

4.2.2.	Canlı	Kalan	Hücre	Kolonisi	Testi	Bulguları	

HT22	hücrelerine	2	ve	8	Gy	iyonize	edici	radyasyon	uygulandıktan	sonra,	zamana	bağlı	

hayatta	kalan	hücre	sayılarını	belirlemek	amacıyla	gerçekleştirilen	ve	basamak	1.2	kapsamında	

yapılan	CKHKT	sonuçlarına	göre,	koloni	sayıları	radyasyon	uygulanan	gruplarda	kontrole	göre	

azalmıştır	(P˂0,001)	(Şekil	4.32,	Şekil	4.33,	Tablo	4.2).	2	Gy	radyasyon	uygulanan	gruplar	(6	ve	24	

saat)	kendi	içinde	karşılaştırıldığında,	2	Gy_24	saat	grubunda	koloni	sayısında	bir	artış	gözlenmiş	

ancak	bu	artış	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmamıştır	(Şekil	4.32,	Şekil	4.33,	Tablo	4.2).	8	Gy	

radyasyon	 uygulanan	 gruplar	 (6	 ve	 24	 saat)	 kendi	 içinde	 karşılaştırıldığında,	 8	 Gy_24	 saat	

grubunda	 koloni	 sayısında	 bir	 azalma	 gözlenmiş	 ancak	 istatistiksel	 olarak	 bu	 azalma	 anlamlı	

değildir	(Şekil	4.32,	Şekil	4.33,	Tablo	4.2).	
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Şekil	4.32.	Kontrol,	2	ve	8	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	CKHKT	
testi	ile	ölçülen	ve	zamana	bağlı	değişen	koloni	görüntüleri.	%0,5’lik	kristal	violet.		

	

	

Şekil	4.	33.	Kontrol,	2	ve	8	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	CKHKT	
testi	sonucu	ölçülen	ve	zamana	bağlı	değişen	koloni	sayısı	grafiği	(n=24).	

	

Tablo	4.2.	Kontrol,	2	ve	8	Gy	iyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	canlı	
kalan	hücre	kolonisi	testi	ile	ölçülen	ve	zamana	bağlı	değişen	canlı	koloni	sayılarının	ortalama	ve	

standart	sapma	(±SS)	verileri	(n=	24)	

GRUPLAR	 Kontrol	 2	Gy_6	saat	 2	Gy_24	saat	 8	Gy_6	saat	 8	Gy_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.	Akım	Sitometrik	Bulgular	

HT22	hücrelerine	2	ve	8	Gy	iyonize	edici	radyasyon	uygulama	işleminden	sonra,	zamana	

bağlı	hayatta	kalan	hücrelerin	tüm	popülasyona	oranla	ne	kadarının	erken	apoptotik	hücreler,	ne	

kadarının	 geç	 apoptotik	 hücreler	 ve	 ne	 kadarının	 nekrotik	 (ölü)	 hücre	 olduğunu	 ve	 bunun	

belirlenmiş	olan	2	 farklı	 zaman	noktasında	nasıl	değiştiğini	anlamak	 için	gerçekleştirilen	akım	

sitometrik	analizler	sonucunda,	kontrole	göre,	2	Gy	ve	8	Gy	radyasyon	uygulamasından	6	saat	

sonra	hem	erken	hem	de	 geç	 apoptozda	 ve	nekrozda	bir	 artış	 gözlenmiş,	 bu	 artış	 istatistiksel	

olarak	 anlamlı	 bulunmuştur	 (P˂0,001)	 (Şekil	 4.34-37).	 2	 Gy	 radyasyon	 uygulanan	 grupların	

zamana	 bağlı	 alt	 grupları	 kendi	 içinde	 karşılaştırıldığında,	 hücrelerdeki	 nekroz	 oranı,	 24	 saat	

sonunda	6	saate	göre	istatistiksel	olarak	anlamlı	bir	şekilde	azalmıştır	(P˂0,001)	(Şekil	4.36,	Şekil	

4.37).	Erken	apoptoz	ve	geç	apoptozdaki	azalma	anlamlı	bulunmamıştır	(Şekil	4.34,	Şekil	4.35,	

Şekil	 4.37).	 8	 Gy	 radyasyon	 uygulan	 gruplar	 kendi	 içinde	 karşılaştırıldığında	 ise	 hücrelerdeki	

erken	ve	geç	apoptozda,	6	saate	göre	24	saat	sonunda	bir	azalma	(P˂0,001)	(Şekil	4.34,	Şekil	4.35,	

Şekil	 4.37);	 nekrozda	 ise	 artış	 gözlenmiş(P˂0,001)	 (Şekil	 4.36,	 Şekil	 4.37)	 ve	 bu	 sonuçların	

istatistiksel	olarak	anlamlı	olduğu	bulunmuştur.		

	

	

Şekil	4.34.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	maruz	kalan	ve	erken	apoptoza	uğrayan	HT22	hücrelerinin	tüm	popülasyona	oranının	
gösterilmesi	(n=4).	
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Şekil	4.35.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	maruz	kalan	ve	geç	apoptoza	uğrayan	HT22	hücrelerinin	 tüm	popülasyona	oranının	
gösterilmesi	(n=4).	

	

	

Şekil	4.36.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	 maruz	 kalan	 ve	 nekroza	 uğrayan	 HT22	 hücrelerinin	 tüm	 popülasyona	 oranının	
gösterilmesi	(n=4).	
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Şekil	4.37.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	 maruz	 kalan	 grupların	 erken,	 geç	 apoptoz	 ve	 nekroza	 uğrayan	 HT22	 hücrelerinin	
popülasyon	oranlarının	gösterilmesi.	İşaretlenmemiş	hücreler	(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	İzolasyon	ve	Gen	Ekspresyon	Analizi	Bulguları	

4.2.4.1.	tRNA	Miktar	ve	Saflık	Bulguları	

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

uygulamasından	sonra,	hedef	genlerin	ekspresyon	analizlerini	gerçekleştirebilmek	amacıyla	elde	

edilen	tRNA’ların	öncelikle	miktar	ve	saflık	tayini	yapılmıştır	(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	uygulamasından	sonra	gruplardan	elde	edilen	tRNA	miktar	ve	saflık	tayini					

(ortalama	±SS)	(n=4)	

Gruplar	 tRNA	(ng/µl)	 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	 2,1±0,12	

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	Bulguları		

Nrf2	 mRNA	 ekspresyonu	 incelendiğinde,	 kontrol	 grubuna	 kıyasla,	 sadece	 8	 Gy	

radyasyondan	24	saat	sonraki	artışın	anlamlı	düzeyde	olduğu	görülmüştür	(P˂0,001)	(Şekil	4.38).	

2	ve	8	Gy	radyasyon	grupları	kendi	 içlerinde	karşılaştırıldığında,	6	saat	sonundaki	ekspresyon	

düzeylerine	göre	24	saat	sonundaki	artış	istatistiksel	olarak	anlamlı	değildir.	(Şekil	4.38).	

	

Şekil	4.	38.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	 maruz	 kalan	 HT22	 hücrelerinin	 Nrf2	 mRNA	 ekspresyonunun	 kat	 değişim	 grafiği.	
(n=4).*3	

	
	

3	*Nrf2,	Grn,	Bdnf	ve	Dusp22	mRNA	ekspresyon	seviyelerinin	karşılaştırılmasında	kullanılan	grafiklerin	sağ	üst	
köşesindeki	 p	 ve	 F	 değerleri,	 Oneway	 ANOVA	 testi	 anlamlılık	 ve	 fonksiyon	 değerlerini	 vermektedir.	 Barlar	
arasındaki	 çubuklar	 ve	 p	 değerleri,	 ilgili	 gruplar	 arasındaki	 LSD	 post-hoc	 testi	 anlamlılık	 değerlerini	
göstermektedir	(Şekil	4.38-41).	
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Grn	 mRNA	 ekspresyon	 düzeylerindeki	 artışın,	 kontrol	 grubuna	 kıyasla,	 sadece	 8	 Gy	

radyasyondan	24	saat	sonraki	grupta	anlamlı	düzeyde	olduğu	görülmüştür	(P˂0,001)	(Şekil	4.39).	

2	Gy	 radyasyon	 alan	 gruplar	 kendi	 içlerinde	 karşılaştırıldığında,	 6	 saat	 sonundaki	 ekspresyon	

düzeylerine	göre	24	saat	sonundaki	azalma	istatistiksel	olarak	anlamlı	değildir.	Benzer	şekilde,	8	

Gy	 radyasyon	 alan	 gruplar	 kendi	 içlerinde	 karşılaştırıldığında,	 6	 saat	 sonundaki	 ekspresyon	

düzeylerine	göre	24	saat	sonundaki	artış	istatistiksel	olarak	anlamlı	değildir	(Şekil	4.39).	

	

Şekil	4.	39.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Grn	mRNA	ekspresyonunun	kat	değişim	grafiği.	(n=4).	

	

Bdnf	mRNA	ekspresyonu	 incelendiğinde,	kontrol	grubuna	kıyasla,	2	ve	8	Gy	 radyasyon	

uygulandıktan	6	saat	sonra	istatistiksel	olarak	anlamlı	düzeyde	doza	bağlı	bir	azalmaya	yol	açtığı	

gözlenmiştir	(sırasıyla	P=0,011	ve	P˂0,001)	(Şekil	4.40).	2	ve	8	Gy	radyasyon	alan	gruplar	kendi	

içlerinde	ayrı	ayrı	karşılaştırıldığında,	sadece	8	Gy	radyasyon	uygulanan	grupta	24	saat	sonundaki	

artış	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmuştur	(P˂0,001)	(Şekil	4.40).	
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Şekil	4.	40.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Bdnf	mRNA	ekspresyonunun	kat	değişim	grafiği.	(n=4).	

	

Dusp22	 mRNA	 ekspresyonu	 açısından	 istatistiksel	 olarak	 anlamlı	 tek	 farklılık,	 kontrol	

grubuna	 kıyasla	 8	 Gy	 radyasyon	 verildikten	 sonra	 24	 saat	 beklenen	 grupta,	 artış	 yönünde	

görülmüştür	(P˂0,001)	(Şekil	4.41).	Ayrıca,	8	Gy	radyasyona	maruz	kalan	gruplar	kendi	içlerinde	

karşılaştırıldığında,	 6	 saat	 sonundaki	 ekspresyon	düzeylerine	 göre	 24	 saat	 sonundaki	 artış	 da	

istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmuştur	(P˂0,05)	(Şekil	4.41).	

	

Şekil	4.41.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	maruz	 kalan	HT22	 hücrelerinin	Dusp22	mRNA	 ekspresyonunun	 kat	 değişim	 grafiği.	
(n=4).	
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C9orf72	mRNA	ekspresyonunun	kontrol	grubuna	kıyasla,	2	ve	8	Gy	gruplarında	iyonize	

edici	radyasyon	uygulamasından	6	saat	sonra	anlamlı	bir	değişim	olmadığı	görülmüştür.	2	Gy	doz	

radyasyondan	 24	 saat	 sonra	 ekspresyonun	 kontrol	 ve	 6	 saat	 gruplarına	 göre	 anlamlı	 biçimde	

arttığı	 tespit	 edilmiştir	 (sırasıyla	 P=0,021,	 P=	 0,008)	 (Şekil	 4.42).	 8	 Gy	 radyasyon	 alt	 grupları	

karşılaştırıldığında	24	saat	sonundaki	artışın	6	saate	göre	anlamlı	olduğu	bulunmuştur	(P=0,02)	

(Şekil	4.42).	

	

Şekil	4.	42.	Kontrol,	2	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	ve	8	(6	sa	ve	24	sa	sonunda)	Gy	iyonize	radyasyon	
dozlarına	maruz	 kalan	HT22	hücrelerinin	C9orf72	mRNA	ekspresyonunun	kat	 değişim	 grafiği.	
(n=4).*4	

4.3.	Basamak	2.1	Bulguları	

4.3.1.	Canlı	Kalan	Hücre	Kolonisi	Testi	Bulguları		

Bu	basamaktaki	deneyler,	 2	 farklı	 seferde	 gerçekleştirilmiş	 ve	deneylerde	birçok	 farklı	

kombinasyonda	makrofaj	medyası	kullanılmıştır	(Şekil	3.6).	Bu	nedenle,	karışıklık	oluşturmaması	

açısından	 bu	 basamaktaki	 gruplar	 A	 ve	 B	 olarak	 alt	 gruplara	 ayrılmıştır.	 Yani,	 ilk	 seferde	

gerçekleştirilen	ve	Şekil	3.6A’da	özetlenmiş	olan	gruplardan	bahsedilirken	grup	(G)	yanına	A	harfi	

konulmuş,	Şekil	3.6B’deki	gruplardan	bahsedilirken	G’nin	yanına	B	harfi	konulmuştur.	

İyonize	edici	radyasyon	tedavisinde	kullanılan	makrofaj	medyasının	(KM)	sürelerinin	ve	

radyasyon	 öncesi	 ve/veya	 sonrasındaki	 kombinasyonlarının	 test	 edilmesi	 amacıyla	

gerçekleştirilmiş	olan	CKHKT	sonuçlarındaki	canlı	kalan	koloni	oranları	verileri	incelendiğinde,	

	
4	 *C9orf72	 mRNA	 ekspresyon	 seviyelerinin	 karşılaştırılmasında	 kullanılan	 grafiğin	 sağ	 üst	 köşesindeki	 p	
değeri,	 Kruskal-Wallis	 testi	 anlamlılık	 değerini	 göstermektedir.	 Box-Plot	 barları	 arasındaki	 çubuklar	 ve	 p	
değerleri,	ilgili	gruplar	arasındaki	Bonferroni	post-hoc	testi	anlamlılık	değerlerini	göstermektedir.	
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kontrole	 (G1-A)	 göre	 sham	 (G2-A)	 hariç	 tüm	 gruplarda	 istatistiksel	 olarak	 anlamlı	 bir	 azalma	

gözlenmiştir	 (P˂0,001)	 (Şekil	 4.43,	 Şekil	 4.44,	 Tablo	 4.4).	 Bunun	 yanında,	 diğer	 grupların	

radyasyon	 verilme	 işlemi	 süresi	 boyunca,	 steril	 bir	 şekilde	 inkübatör	 dışında	 tutulan	 sham	

grubundaki	(G2-A)	kontrole	(G1-A)	göre	olan	azalma,	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmamıştır	

(Şekil	4.43,	Şekil	4.44,	Tablo	4.4).	Sadece	radyasyon	verilen	gruba	(G3-A)	göre	tek	tek	diğer	tedavi	

grupları	karşılaştırıldığında,	G5-A,	G7-A	ve	G10-A	gruplarındaki	artışın	istatistiksel	olarak	anlamlı	

olduğu	görülmüştür	(Şekil	4.43,	Şekil	4.44,	Tablo	4.4).	

	

Şekil	4.43.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	ile	ölçülen	
ve	Şekil	3.4A’da	özetlenen	makrofaj	mediası	kombinasyonları	ile	tedavi	edilen	HT22	hücrelerinin	
CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	canlı	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’lik	kristal	violet.		

	

Şekil	4.	44.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Şekil	3.6A’daki	gruplar	
arasındaki	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	yüzde	canlı	kalan	koloni	oranı	grafiği.	Grup	(G),	radyasyon	
(Rad),	makrofaj	medyası	(Mak),	saat	(s).	(n=12).	
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Tablo	4.4.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	ve	Şekil	3.4A’da	özetlenen	makrofaj	
mediası	kombinasyonları	ile	tedavi	edilen	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	canlı	

kalan	koloni	sayılarının	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	
(±SS)	

311,00
±78,86	

280,91	
±59,28	

20,42	
±4,87	

13,92	
±8,02	

46,25	
±7,32	

12,25	
±5,56	

28,08	
±7,58	

23,25		
±6,12	

14,25	
±7,33	

61,67	
±17,59	

12,50	
±8,50	

Grupları	Şekil	3.6A’da	özetlenen	CKHKT’deki	canlı	kalan	koloni	oranlarının	sonuçlarına	

göre	gerçekleştirilmiş	olan	(Şekil	3.6A,	Şekil	4.43,	Şekil	4.44)	ve	grupları	Şekil	3.6B’de	özetlenen	

deneylerin	 CKHKT	 sonuçları	 incelendiğinde;	 kontrol	 grubuna	 göre	 (G1-B)	 tüm	 radyasyon	

gruplarının	 (G3-B,	 G4-B,	 G6-B,	 G8-B,	 G10-B)	 canlı	 kalan	 koloni	 oranlarının	 anlamlı	 bir	 şekilde	

azaldığı	 görülmüştür	 (P˂0,001)	 (Şekil	 4.45,	 Şekil	 4.46,	 Tablo	 4.5).	 Diğer	 grupların	 radyasyon	

verilme	işlemi	süresi	boyunca,	steril	bir	şekilde	inkübatör	dışında	tutulan	sham	grubundaki	(G2-

B)	kontrole	(G1-B)	göre	olan	azalma,	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmamıştır	(Şekil	4.45,	Şekil	

4.46).	Bunun	yanında,	kontrol	grubuna	(G1-B)	göre,	radyasyon	uygulanmayan	makrofaj	medya	

kombinasyonlarının	sham	gruplarındaki	(G5-B	ve	G7-B)	artışın	istatistiksel	olarak	anlamlı	olduğu	

gözlenmiştir	(P˂0,001)	(Şekil	4.45,	Şekil	4.46).	Sadece	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	gruba	

göre	(G3-B),	G6-B’deki	artış,	istatistiksel	olarak	anlamlılık	göstermiştir	(P˂0,001)	(Şekil	4.45,	Şekil	

4.46).	

	

Şekil	4.45.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	ile	ölçülen	
ve	Şekil	3.4B’	de	özetlenen	makrofaj	mediası	kombinasyonları	ile	tedavi	edilen	HT22	hücrelerinin	
CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	canlı	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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Şekil	4.	46.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	HT22	hücrelerinin	Şekil	3.6B’deki	gruplar	
arasındaki	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	yüzde	canlı	kalan	koloni	oranı	grafiği.	Grup	(G),	radyasyon	
(Rad),	makrofaj	medyası	(Mak),	saat	(s).	(n=12).	

Tablo	4.5.	İyonize	radyasyon	dozlarına	maruz	kalan	ve	Şekil	3.4B’de	özetlenen	makrofaj	
mediası	kombinasyonları	ile	tedavi	edilen	HT22	hücrelerinin	CKHKT	testi	sonucu	ölçülen	canlı	

kalan	koloni	sayılarının	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	
(±SS)	

232,42
±35,37	

228	
±45,88	

10,08	
±3,37	

13,75
±4,07	

275,67
±16,10	

17,33	
±4,15	

265,33
±15,41	

2,56	
±1,74	

45,86	
±13,2	

6,5	
±1,74	

34	
±9,85	

	

4.4.	Basamak	2.2	Bulguları	

4.4.1.	Gerçek	Zamanlı	Hücre	Analizi	Bulguları	

Bu	basamakta,	diğer	gruplara	radyasyon	verilme	işlemi	süresi	boyunca,	steril	bir	şekilde	

inkübatör	dışında	tutulan	sham	grubu	oluşturulmamıştır.	Çünkü	CKHKT	sonuçlarında,	kontrol	ile	

arasında	 istatistiksel	 bir	 fark	 olmadığı	 görülmüştür.	 Bu	 basamakta	 radyasyona	 karşı	 tedavi	
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oluşturmayı	 amaçlayan	 (KM	 içeren)	 grupların	 radyasyon	 verilmeyen,	 sadece	 KM	 içeren	 sham	

grupları	oluşturulmuştur.	

120	saat	boyunca	gerçekleştirilen,	gerçek	zamanlı	hücre	analiz	verilerine	göre,	KM	verilen	

grupların	sham	gruplarından	olan	G4	ve	G6’nın,	zamana	bağlı	hücre	endeksinin	kontrol	grubuna	

(G1)	benzer	bir	davranış	sergilediği	gözlenmiştir.	Fakat,	G8	ve	G10	gruplarının	hücre	endeksi	ile	

belirlenen	bölünme	hızları	kontrol	grubunun	(G1)	ciddi	düzeyde	gerisinde	kalmaktadır(Şekil	4.	

47).	

	

Şekil	4.47.	Tüm	grupların	(G1-G10)	zamana	bağlı	(120	saat)	gerçekleştirilen	hücre	indeks	eğrisi	
(n=4).	
	

Kontrol	 grubuna	 (G1)	 göre	 gruplar	 karşılaştırıldığında,	 radyasyon	 (G2),	 radyasyondan	

önce	24	saat	KM	ile	muamele	edilip	radyasyondan	hemen	sonra	24	saat	KM	uygulanan	grup	(G3)	

ve	radyasyondan	önce	24	saat	KM	uygulanıp	radyasyondan	24	saat	sonra	KM	uygulanan	grubun	

(G5)	zamana	bağlı	hücre	indeks	eğrilerinin	anlamlı	düzeyde	azaldığı	görülmüştür	(Şekil	4.48A).	

Diğer	taraftan,	radyasyon	grubuna	(G2)	göre	gruplar	karşılaştırıldığında	ise	radyasyondan	önce	

24	saat	KM	ile	muamele	edilip	radyasyondan	hemen	sonra	24	saat	KM	uygulanan	grubun	sham	

grubu	(G4),	radyasyondan	önce	24	saat	KM	uygulanıp	radyasyondan	24	saat	sonra	KM	uygulanan	

grup	(G5)	ve	radyasyondan	önce	24	saat	KM	uygulanıp	radyasyondan	24	saat	sonra	KM	uygulanan	

grubun	sham	grubunun	(G6)	anlamlı	düzeyde	artış	gösterdiği	bulunmuştur	(Şekil	4.48B).	
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Şekil	4.48.	Zamana	bağlı	 (120	 saat)	 gerçekleştirilen	hücre	 indeks	eğrisi.	 (A)	G1,	G2,	G3	ve	G5	
gruplarının	zamana	bağlı	hücre	indeks	eğrisi	(B)	G2,	G3,	G4,	G5	ve	G6	gruplarının	zamana	bağlı	
hücre	indeks	eğrisi	(n=4).	
	

120	saatlik	hücre	indeksi	verilerine	göre	G2,	G3	ve	G5’in	bölünme	hızları	incelendiğinde	

(Şekil	4.49A),	36.	ve	72.	saatler	arasında,	G2’nin	36	saat	boyunca	sabit	bir	hücre	sayısında	kaldığı,	

G3	ve	G5	gruplarının	42.	saate	kadar	sabit	ve	birbirlerine	denk	bir	hızda	ilerlediği,	fakat	42.	saatten	

sonra	 G5	 grubu	 hücre	 bölünme	 davranışının	 72.	 saate	 kadar	 diğer	 iki	 gruptan	 dikkat	 çekici	

biçimde	ve	istatistiksel	olarak	da	anlamlı	bir	artış	sergilediği	gözlenmiştir	(Şekil	4.49B).	48	ve	72.	

saatler	arasında	G5	grubu	hücrelerinin	bölünme	davranışlarının	oluşturduğu	büyüme	çizgisinin	

kontrol	grubuna	benzer	olduğu	gözlenmiştir	(Şekil	4.50).	

	

Şekil	4.	49.	G2,	G3	ve	G5	gruplarının	zamana	bağlı	hücre	indeks	eğrisi.	(A)	G2,	G3	ve	G5	gruplarının	
0-	 120	 saatleri	 arasındaki	 hücre	 indeks	 eğrisi	 (B)	 G2,	 G3	 ve	 G5	 gruplarının	 36-72	 saatleri	
arasındaki	hücre	indeks	eğrisi	(n=4).	
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Şekil	4.	50.	G1,	G2,	G3	ve	G5	gruplarının	36-72	saatleri	arasındaki	hücre	indeks	eğrisi.	(n=4).	

4.5.	Basamak	2.3	Bulguları	

Bu	basamakta,	bir	önceki	basamaklardan	elde	edilen	sonuçlar	doğrultusunda	(Basamak	

2.1	ve	Basamak	2.2)	nihai	deneyleri	gerçekleştirebilmek	amacıyla	HT22	hücrelerine	uygulanan	8	

Gy	 radyasyonu	 tedavi	 etmek	 için	 en	 başarılı	 grup	 olarak;	 radyasyondan	 önce	 24	 saat	 KM	 ile	

muamele	edilip	radyasyondan	24	saat	sonra	KM	uygulanan	grup	olan	G5	(hücre	canlılık	indeksi	

verilerine	göre;	CKHKT	sonuçlarına	göre	G6-B)	belirlenmiştir.	Tedavi	grubunun	potansiyel	onarıcı	

etkileri	iki	farklı	zaman	noktasında	(48	ve	72.	saat)	değerlendirilmiştir.		

4.5.1.	Morfolojik	Bulgular	

4.5.1.1.	Işık	Mikroskobik	Bulgular	

HT22	 hücrelerinin	 2	 µm	 kalınlığındaki	 kesitlerinin	 toluidin	 mavisi	 ile	 boyanmış	 ışık	

mikroskobik	 görüntülerinde,	 kontrol	 grubunda	 ökromatik	 nükleusa,	 belirgin	 ve	 çok	 sayıda	

nükleolusa	ve	lamellipodialara	sahip	olan	hücrelere	rastlanmıştır.	(Şekil	4.51).		
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Şekil	 4.51.	 HT22	 hücre	 hattının	 kontrol	 grubunun	 ışık	 mikroskobik	 morfolojik	 görüntüsü.	
%0,1’lik	 toluidin	mavisi;	objektif	büyütmesi:	Normal	yapıda	nükleus	(asteriskler),	 lamellipodia	
(sarı	oklar),	nükleolus	(N).	Objektif	büyüklüğü:100X;	ölçek:10	µm.		

8	 Gy	 radyasyon	 uygulanan	 gruplarda	 radyasyondan	 sonra	 48.	 saatteki	 morfolojik	

görüntülerde,	 hücrelerin	 lamellipodia	 yapılarını	 kaybettiği	 ve	 veziküle	 sahip	hücre	 sayılarında	

artış	olduğu,	hücrelerde	izolasyon	membranlarının	ve	mikronükleusların	varlığı	görülmüş,	ayrıca	

dev	polimorfonükleer	hücreler	tespit	edilmiştir	(Şekil	4.	52-55).		
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Şekil	 4.	 52.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	(asteriskler),	
veziküller	(siyah	oklar),	izolasyon	membranı	(siyah	kalın	ok),	dev	polimorfonükleer	hücre	(siyah	
yıldız).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:100X,	ölçek:10	µm.		

	

Şekil	 4.	 53.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	(asteriskler),	
veziküller	 (siyah	 oklar),	 izolasyon	 membranı	 (siyah	 kalın	 ok),	 mikronükleus	 (sarı	 ok	 başı).	
%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X,	ölçek:10	µm.		
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Şekil	 4.	 54.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	(asteriskler),	
veziküller	 (siyah	 oklar),	 izolasyon	 membranı	 (siyah	 kalın	 ok),	 mikronükleus	 (sarı	 ok	 başı).	
%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:100X,	ölçek:10	µm.		

	

Şekil	 4.	 55.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	sonra	48.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	(asteriskler),	
apoptotoik	hücreler	(A).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:100X,	ölçek:10	µm.		
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İyonize	edici	radyasyon	uygulanmayıp	sadece	KM	ile	muamele	edilen	sham	grubundaki	

hücrelerin	 genel	 morfolojisinin	 normal	 yapıda	 olduğu	 ve	 kontrol	 grubundaki	 kadar	 yer	 yer	

vezikülleri	 bulunan	 hücrelere	 sahip	 olduğu	 görülmüştür.	 Ancak,	 bu	 gruptaki	 hücrelerin	

lamellipodia	yapılarını	kaybettiği	de	tespit	edilmiştir	(Şekil	4.	56).	

	

Şekil	 4.	 56.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanmayıp	 sadece	 KM	 ile	
muamele	edilen	sham	grubunun	48.	saatindeki	ışık	mikroskobik	morfolojik	görüntüsü.	Nükleus	
(asteriskler),	veziküller	(siyah	oklar).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X;	ölçek:10	
µm.		

Bir	önceki	basamaklardan	(Basamak	2.1	ve	Basamak	2.2)	elde	edilen	verilerin	neticesinde,	

tedavi	 grubu	 olarak	 belirlediğimiz	 grupta	 48.	 saatteki	 morfolojik	 görüntüler	 incelendiğinde,	

hücrelerdeki	 veziküllerin	 büyüklüğünde	 ve	 mikronükleusa	 sahip	 hücre	 sayısında	 azalma	

görülmüştür.	 Ancak,	 bu	 grupta,	 radyasyon	 ve	 sham	 grubundaki	 hücrelere	 benzer	 şekilde,	

hücrelerin	 çoğunluğunda	 lamellipodia	 yapılarının	 olmadığı	 tespit	 edilmiştir	 (Şekil	 4.57,	 Şekil	

4.58).	
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Şekil	4.	57.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojik	değişikliklerin	ışık	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Nükleus	(asteriskler),	
sayısı	 azalma	 gösteren	 izolasyon	 membranı	 (siyah	 kalın	 ok)	 ve	 sayısı	 azalma	 gösteren	
mikronükleuslar	(sarı	ok	başları).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X;	ölçek:10µm.	

	

Şekil	4.	58.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojik	değişikliklerin	ışık	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Nükleus	(asteriskler),	
sayısı	azalma	gösteren	veziküller	(siyah	oklar).	%0,1’lik	toluidin	mavisi;	objektif	büyüklüğü:	100X;	
ölçek:10	µm.	
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4.5.1.2.	Elektron	Mikroskobik	Bulgular	

HT22	hücrelerinin	 elektron	mikroskobik	 görüntüleri	 incelendiğinde,	 kontrol	 grubunun	

normal	ultrastrüktürel	yapıda	olduğu	görülmüştür	(Şekil	4.59-61).		

	

	

Şekil	 4.	 59.	HT22	hücre	hattının	 kontrol	 grubunun	 elektron	mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Normal	yapıdaki	nükleus	(asteriskler),	lamellipodia	(sarı	oklar).	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm.	
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Şekil	 4.	 60.	HT22	hücre	hattının	 kontrol	 grubunun	 elektron	mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Normal	yapıdaki	nükleus	(asteriskler),	lamellipodia	(sarı	oklar).	Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	µm.	

	

Şekil	 4.	 61.	HT22	hücre	hattının	 kontrol	 grubunun	 elektron	mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Normal	 yapıdaki	 nükleus	 (asterisk),	 mitokondriyonlar	 (siyah	 ok	 başları).	 Büyütme:	 20000X,	
ölçek:	1	µm.	
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Hücrelerin	8	Gy	iyonize	edici	radyasyon	uygulanması	işleminden	48	saat	sonraki	elektron	

mikroskobik	 görüntülerinde,	 birçok	 hücrede	 filopodiaların	 varlığını	 koruduğu	 görülmüştür.	

Bununla	 birlikte,	 lamellipodiaların	 sayısında	 belirgin	 bir	 azalmaya,	 farklı	 büyüklüklerdeki	 çok	

sayıda	 otofagozomlara,	 mitokondriyal	 matrikste	 şişme	 ve	 dejenerasyona,	 genişlemiş	 GER	

sisternalarına,	çok	sayıda	izolasyon	membranlarına	ve	mikronükleusa	rastlanmaktadır	(Şekil	4.	

62-65).		

	

	

Şekil	 4.62.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	 sonraki	 48.	 saatindeki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	Nükleuslar	(asteriskler),	sayısı	artmış	mikronükleuslar	(sarı	ok	başları),	filopodialar	
(kalın	beyaz	oklar),	 izolasyon	membranı	(siyah	kalın	ok),	sayısı	artmış	veziküller	(mavi	oklar).	
Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm.	
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Şekil	 4.63.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	 sonraki	 48.	 saatindeki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	
gösterilmesi.	 Nükleus	 (asteriskler),	 sayısı	 artmış	 veziküller	 (mavi	 oklar)	 ve	 sayısı	 artmış	
otofagozomlar	(beyaz	oklar).	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	µm.	

	

Şekil	 4.64.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	 sonraki	 48.	 saatindeki	morfolojisinin	 elektron	mikroskobik	 olarak	 gösterilmesi.	
Büyütme:5000X,	ölçek:	5	µm.	
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Şekil	 4.65.	 HT22	 hücre	 hattının	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyona	 maruz	 kalan	 grubunun,	
radyasyondan	 sonraki	 48.	 saatindeki	 bozulmuş	 kromozom	morfolojisinin	 (kırmızı	 asteriskler)	
elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm.	

	

8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 KM	 ile	 tedavi	 edilen	

grubunun	 48.	 saatindeki	 morfolojik	 değişikliklerin	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 incelenmesi	

sonucunda	elde	edilen	görüntülerde,	hücrelerin	lamellipodia	yapılarını	kontrol	grubundaki	kadar	

iyi	 koruyamadığı,	 ancak	 mitokondriyal	 matriksteki	 şişme	 ve	 dejenerasyonda,	 genişlemiş	 GER	

sisternalarının,	izolasyon	membranlarının	ve	mikronükleusların	sayısında	azalma	olduğu	tespit	

edilmiştir	(Şekil	4.66-73).	
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Şekil	4.66.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	
µm.	

	

Şekil	4.67.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	
µm.	
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Şekil	4.68.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	
µm.	

	

Şekil	4.69.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	
µm.	
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Şekil	4.70.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	
µm.	
	

	

Şekil	4.71.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojik	değişikliklerin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Normal	yapıdaki	
nükleus	(asterisk),	mitokondriyonlar	(siyah	ok	başları).	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	µm.	
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Şekil	4.72.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	10000X,	ölçek:	2	
µm.	

	

Şekil	4.73.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	tedavi	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	
µm.	
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Şekil	4.74.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	sham	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	5000X,	ölçek:	5	
µm.	
	

	

Şekil	4.75.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	sham	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	
µm.	
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Şekil	4.76.	8	Gy	doz	iyonize	edici	radyasyon	uygulanan	HT22	hücrelerinin	sham	grubunun	48.	
saattindeki	morfolojisinin	elektron	mikroskobik	olarak	gösterilmesi.	Büyütme:	15000X,	ölçek:	2	
µm.	

4.5.2	Akım	Sitometrik	Bulgular	

HT22	 hücrelerine	 8	 Gy	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulama	 işleminden	 sonra,	

radyasyonun	etkilerini	ve	tedavi	grubu	olarak	belirlemiş	olduğumuz	grubun	başarısını	incelemek	

amacıyla	gerçekleştirdiğimiz	testlerden	biri	olan	akım	sitometrik	yöntem	ile	zamana	bağlı	hayatta	

kalan	hücrelerin	tüm	popülasyona	oranla	ne	kadarının	erken	apoptoza,	ne	kadarının	sekonder	

apoptoza	 ve	 ne	 kadarının	 da	 nekroza	 gittiğini	 belirledik.	 Buna	 göre,	 erken	 apoptoz	 verileri	

incelendiğinde,	48.	saatteki	kontrole	göre	48.	saatteki	radyasyon	ve	tedavi	gruplarındaki	artış	ve	

sham	 grubundaki	 azalma	 istatistiksel	 olarak	 anlamlı	 değildir.	 Dahası,	 48.	 saatteki	 radyasyon	

grubuna	göre	tedavi	grubundaki	azalma	da	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmamıştır	(Şekil	4.77,	

Şekil	4.80).	Ancak,	48.	ve	72.	 saatteki	kontrollere	göre	72.	 saatteki	 radyasyon	grubunda	erken	

apoptozdaki	artış	 istatistiksel	olarak	anlamlıdır	 (P	˂0,001)	(Şekil	4.77,	Şekil	4.80).	72.	saatteki	

kontrole	 göre	 sham	 grubundaki	 artış	 anlamlı	 değil	 iken,	 radyasyon	 grubuna	 göre	 tedavi	

grubundaki	azalma	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmuştur	(P	˂0,001)	(Şekil	4.77,	Şekil	4.80).		
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Şekil	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)	gruplarında	popülasyondaki	erken	apoptoz	yüzdesi.	(n=6).	

	

Zamana	 bağlı	 değişen	 gruplar	 arası	 geç	 apoptoz	 verileri	 incelendiğinde,	 48.	 saatteki	

kontrole	 göre	 radyasyondaki	 artış	 ve	 sham	 grubundaki	 azalma	 istatistiksel	 olarak	 anlamlı	

bulunmuştur	(sırasıyla	P=0,002,	P=0,014)	(Şekil	4.	78,	Şekil	4.80).	Dahası,	48.	saatteki	radyasyon	

grubuna	 göre	 tedavi	 grubundaki	 azalma	 da	 istatistiksel	 olarak	 anlamlılık	 göstermektedir	

(P=0,034)	 (Şekil	 4.	 78,	 Şekil	 4.80).	 72.	 saatteki	 kontrole	 göre	 radyasyon	 grubundaki	 artışın	

istatistiksel	olarak	anlamlı	olduğu	tespit	edilmiştir	(P	˂0,001)	(Şekil	4.78,	Şekil	4.80).	Ayrıca,	72.	

saatteki	kontrole	göre	sham	grubundaki	artış	 istatistiksel	olarak	anlamlı	değil	 iken,	 radyasyon	

grubuna	göre	tedavi	grubundaki	azalma	anlamlı	bulunmuştur	(P=0,035)	(Şekil	4.78,	Şekil	4.80).		
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Şekil	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)	gruplarında	popülasyondaki	geç	apoptoz	yüzdesi.	(n=6).	

Gruplar	arasındaki	zamana	göre	değişen	nekroz	verileri	 incelendiğinde	 ise,	48.	saatteki	

kontrole	 göre	 radyasyondaki	 artış	 ve	 sham	 grubundaki	 azalma	 istatistiksel	 olarak	 anlamlı	

bulunmamıştır.	48.	saatteki	radyasyon	grubuna	göre,	 tedavi	grubundaki	azalma	da	 istatistiksel	

olarak	 anlamlı	 değildir	 (Şekil	 4.79,	 Şekil	 4.80).	 72.	 saatteki	 kontrole	 göre,	 radyasyondaki	 artış	

istatistiksel	olarak	anlamlıyken	(P	˂ 0,001)	sham	grubundaki	azalma	anlamlı	bulunmamıştır	(Şekil	

4.79,	 Şekil	 4.80).	 72.	 saatteki	 radyasyon	 grubuna	 göre,	 tedavi	 grubundaki	 azalma	 istatistiksel	

olarak	anlamlı	bulunmuştur	(P=0,	009)	(Şekil	4.79,	Şekil	4.80).	

	

Şekil	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)	gruplarında	popülasyondaki	nekrozis	yüzdesi.	(n=6).	
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Şekil	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)	gruplarında	popülasyondaki	erken,	geç	apoptoz	ve	nekroz	
yüzdelerinin	 dağılımının	 gösterilmesi.	 İşaretlenmemiş	 hücreler_48.	 saat	 (A),	 işaretlenmemiş	
hücreler_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	
(J).	(n=6).	

4.5.3.	tRNA	İzolasyon	ve	Gen	Ekspresyon	Analizi	Bulguları	

4.5.3.1.	tRNA	Miktar	ve	Saflık	Bulguları	

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)	 gruplarında,	 hedef	 genlerin	 ekspresyon	 analizlerini	

gerçekleştirebilmek	amacıyla	elde	edilen	tRNA’ların	miktar	ve	saflık	tayini	yapılmıştır	(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	saflık	

tayini	(n=4)	
	

48.	saat	
(ortalama	±SS)	

72.	saat	
(ortalama	±SS)	

Gruplar	 tRNA	(ng/µl)	 A260/280	 A260/230	 tRNA	(ng/µl)	 A260/28
0	

A260/23
0	

Kontrol	
Grubu		 79,23±21,8	 2,08±0,003	 2,265±0,30	 123,05±85,23	 2,07±0,002	 2,21±0,15	

Radyasyo	
Grubu	 94,98±32,89	 2,07±0,004	 2,26±0,44	 42,78±18,71	 1,96±0,007	 1,87±0,03	

Sham	
Grubu	 225,70±125,12	 2,08±0,002	 2,32±0,12	 189,65±68,20	 2,09±0,005	 2,32±0,08	

Tedavi	
Grubu	 155,13±85,15	 2,07±0,004	 2,2875±0,1

1	 105,15±29,36	 1,98±0,004	 2,04±0,10	
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4.5.3.2.	Gen	Ekspresyon	Analizi	Bulguları	

Nrf2	mRNA	ekspresyonu	incelendiğinde,	48.	saatteki	kontrol	grubuna	kıyasla,	radyasyon	

ve	 sham	 gruplarında	 anlamlı	 düzeyde	 artış	 olduğu	 gözlenmiştir	 (sırasıyla	 P=0,020,	 P˂0,001)	

(Şekil	 4.81)	 ancak,	 48.	 saatte	 radyasyon	 grubuna	 göre	 tedavi	 grubundaki	 azalma	 anlamlı	

bulunmamıştır.	 72.	 saatteki	 Nrf2	 mRNA	 ekspresyonu	 incelendiğinde	 ise	 48.	 saatteki	 kontrol	

grubuna	kıyasla,	72.	saatteki	radyasyon,	sham	ve	tedavi	gruplarında	anlamlı	düzeyde	artış	olduğu	

tespit	 edilmiştir	 (sırasıyla	 P˂0,001,	 P˂0,001,	 P=0,001)	 (Şekil	 4.81)	 fakat,	 ancak,	 72.	 saatte	

radyasyon	grubuna	göre	tedavi	grubundaki	azalma	anlamlılık	göstermemektedir	(Şekil	4.81).	

	

	

Şekil	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	
medyası	ile	tedavi	edilen	grubu,	48	sa	ve	72	sa	sonunda)	gruplarının	48.	ve	72.	saatlerdeki	Nrf2	
mRNA	ekspresyonunun	kat	değişim	grafiği.	(n=4).	
	

Grn	mRNA	ekspresyonu	incelendiğinde,	48.	saatteki	kontrol	grubuna	kıyasla,	radyasyon	

grubundaki	 artış	 istatistiksel	 olarak	 anlamlı	 bulunurken	 (P˂0,001),	 sham	 grubundaki	 artış	

anlamlı	 değildir	 (Şekil	 4.82).	 Ayrıca,	 48.	 saatteki	 radyasyon	 ve	 tedavi	 grubu	 arasında	 da	

istatistiksel	 olarak	 bir	 fark	 bulunmamıştır	 (Şekil	 4.82).	 72.	 saatteki	 kontrol	 grubuna	 göre,	

radyasyon	grubundaki	artış	istatistiksel	olarak	anlamlılık	göstermektedir	(P=0,002)	(Şekil	4.82).	

Ancak,	72.	saatteki	radyasyon	grubuna	göre	tedavi	grubundaki	artış	ise	istatistiksel	olarak	anlamlı	

değildir	(Şekil	4.82).	

	

	

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

Ko
nt
ro
l_4
8	s
a

Ra
d_
48
	sa

Sh
am
_4
8	s
a

Te
d_
48
	sa

Ko
nt
ro
l_7
2	s
a

Ra
d_
72
	sa

Sh
am
_7
2	s
a

Te
d_
72
	sa

K
at
	D
eğ
iş
im
i

Nrf2 mRNA



Ayla	Batu	Öztürk,	Doktora	Tezi,	Sağlık	Bilimleri	Enstitüsü,	Mersin	Üniversitesi,	2023	

89	

	

	

Şekil	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	
mediası	 ile	tedavi	edilen	grubu,	48	sa	ve	72	sa	sonunda)	gruplarının	48.	ve	72.	saatlerdeki	Grn	
mRNA	ekspresyonunun	kat	değişim	grafiği.	(n=4).	
	

Bdnf	mRNA	ekspresyonu	incelendiğinde,	48.	saatteki	kontrol	grubu	ile	radyasyon	grubu	

arasında	 istatistiksel	 olarak	 bir	 fark	 gözlenmezken,	 kontrole	 göre	 sham	 grubundaki	 azalma	

istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmuştur	(P˂0,001)	(Şekil	4.83).	48.	saatte	radyasyon	 ile	 tedavi	

grubu	arasında	ise	istatistiksel	olarak	bir	fark	tespit	edilmemiştir	(Şekil	4.83).	72.	saatteki	kontrol	

grubuna	göre,	radyasyon	ve	sham	grubundaki	artış	istatistiksel	olarak	anlamlılık	göstermektedir	

(sırasıyla	 P˂0,001	 ve	 P=0,002)	 (Şekil	 4.83).	 72.	 saatteki	 radyasyon	 grubuna	 göre	 tedavi	

grubundaki	azalma	ise	istatistiksel	olarak	anlamlı	değildir	(Şekil	4.83).	
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Şekil	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	
medyası	ile	tedavi	edilen	grubu,	48	sa	ve	72	sa	sonunda)	gruplarının	48.	ve	72.	saatlerdeki	Bdnf	
mRNA	ekspresyonunun	kat	değişim	grafiği.	(n=4).	

Dusp22	 mRNA	 ekspresyonu	 incelendiğinde	 ise	 48.	 saatteki	 kontrol	 grubuna	 kıyasla,	

radyasyon	grubundaki	 artış	 istatistiksel	 olarak	anlamlı	 iken	 (P˂0,001),	 sham	grubundaki	 artış	

anlamlı	 değildir	 göstermektedir	 (Şekil	 4.84).	 48.	 saatteki	 radyasyon	 grubu	 ile	 tedavi	 grubu	

arasında	ise	bir	fark	bulunamamıştır	(Şekil	4.84).	72.	saatteki	kontrol	grubuna	göre,	radyasyon	ve	

sham	grubundaki	artış	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunurken	(sırasıyla	P=0,003	ve	P=0,005)	72.	

saatteki	radyasyon	grubuna	göre	tedavi	grubundaki	azalma	anlamlı	değildir	(Şekil	4.84).	

Şekil	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	
medyası	ile	tedavi	edilen	grubu,	48	sa	ve	72	sa	sonunda)	gruplarının	48.	ve	72.	saatlerdeki	Dusp22	
mRNA	ekspresyonunun	kat	değişim	grafiği.	(n=4).	
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C9orf72	 mRNA	 ekspresyonu	 incelendiğinde,	 48.	 saatteki	 kontrol	 grubuna	 kıyasla,	

radyasyon	ve	 sham	grubundaki	artış	 istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmuştur	 (P˂0,001)	 (Şekil	

4.85).	48.	saatte	radyasyon	grubuna	göre,	tedavi	grubundaki	azalma	ise	istatistiksel	olarak	anlamlı	

değildir	(Şekil	4.85).	72.	saatteki	kontrol	grubuna	kıyasla,	radyasyon	grubundaki	azalma	ve	sham	

grubundaki	 artış	 istatistiksel	 olarak	 anlamlılık	 göstermemektedir	 (Şekil	 4.85).	 72.	 saatteki	

radyasyon	grubuna	göre,	tedavi	grubundaki	azalma	ise	istatistiksel	olarak	anlamlı	bulunmuştur	

(P=0,039)	(Şekil	4.85).	

	

Şekil	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	
medyası	ile	tedavi	edilen	grubu,	48	sa	ve	72	sa	sonunda)	gruplarının	48.	ve	72.	saatlerdeki	C9orf72	
mRNA	ekspresyonunun	kat	değişim	grafiği.	(n=4).	

4.5.4.	İmmünositokimyasal	Bulgular	

8	 Gy	 doz	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 HT22	 hücrelerinin	 KM	 ile	 tedavi	 edilen	

gruplarında	zamana	bağlı	değişen	Ki67	immün	işaretleme	sonuçları	incelendiğinde,	48.	saatteki	

kontrol	 grubuna	 göre	 radyasyon	 ve	 sham	 gruplarında	 Ki67’nin	 protein	 ekspresyonundaki	

azalmanın	ve	radyasyon	grubuna	göre	 tedavi	grubundaki	azalmanın	anlamlı	düzeyde	olmadığı	

gözlenmiştir	(Şekil	4.86,	Şekil	4.87).	72.	saatteki	Ki67	immün	işaretleme	sonuçları	incelendiğinde	

ise	kontrol	grubuna	göre	radyasyon	ve	tedavi	gruplarındaki	azalma	anlamlı	düzeyde	değil	iken	

sham	grubundaki	azalmanın	anlamlı	olduğu	tespit	edilmiştir	(P=0,004)	(Şekil	4.86,	Şekil	4.87).		
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Şekil	 4.86.	 Anti-Ki67	 primer	 antikoru	 ile	 işaretlenmiş	 HT22	 hücrelerinin	 48.	 ve	 72.	 saatteki	
gruplar	arası	karşılaştırılması.	(A-D,	I-K)	FITC,	(E-H,	L-O)	Hoechst	33342.	(A,	E)	Kontrol_48,	(B,	F)	
Rad_48,	 (C,	G)	Sham_48,	 (D,	H)	Ted_48,	 (I,	L)	Kontrol_72,	 (İ,	M)	Rad_72,	 (J,	N)	Sham_72,	 (K,	O)	
Ted_72.	Objektif	büyütmesi:	40X.	(n=5).	

Şekil.	4.87.	Gruplar	arası	farklı	zaman	noktalarındaki	(48	ve	72.	saat)	anti-Ki67	primer	antikoru	
ile	işaretlenmiş	HT22	hücrelerinin	işaretlenme	yoğunluklarının	karşılaştırılması.	(n=5). 
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HT22	hücrelerinin	KM	ile	tedavi	edilen	gruplarında	zamana	bağlı	değişen	Hoechst	33342	

pozitif	 işaretlenmiş	nükleus	sayım	sonuçları	değerlendirildiğinde,	48.	saatteki	kontrol	grubuna	

göre	 radyasyon	 ve	 sham	 grubundaki	 azalma	 istatistiksel	 olarak	 anlamlı	 bulunurken	 (sırasıyla	

P˂0,001,	P=0,003)	(Şekil	4.88).	Ayrıca,	48.	saatteki	radyasyon	grubuna	göre,	tedavi	grubundaki	

artış,	istatistiksel	olarak	anlamlılık	göstermemektedir	(Şekil	4.88).	Bunların	yanında,	72.	saatteki	

kontrol	grubuna	göre	radyasyon	grubundaki	azalma	istatistiksel	olarak	anlamlı	 iken	(P˂0,001)	

sham	 grubundaki	 azalma	 anlamlı	 bulunmamıştır	 (Şekil	 4.88).	 72.	 saatteki	 radyasyon	 grubuna	

göre,	tedavi	grubundaki	artış	ise	istatistiksel	olarak	anlamlı	değildir	(Şekil	4.88).	

Şekil.	4.88.	Gruplar	arası	 farklı	zaman	noktalarındaki	(48	ve	72.	saat)	Hoechst	33342+/DAPI+	
HT22	hücre	sayılarının	karşılaştırılması.	(n=5). 
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5. TARTIŞMA	VE	SONUÇ

Hafıza	 ile	 ilişkili	 yapıların	 bir	 parçası	 olan	 HP,	 en	 çok	 araştırılan	 beyin	 bölgelerinden	

birisidir	[16].	25	Ağustos	1953’te,	Henry	Gustav	Molaison’un	(H.M.)	dirençli	epilepsisini	 tedavi	

etmek	 amacıyla	 bir	 beyin	 cerrahı	 olan	 William	 Beecher	 Scoville’in,	 hastasından	 HP’ye	 yakın	

temporal	 lobu	 çıkartmasının	 sonuçlarından	 biri	 olarak,	 hastanın	 bildirimsel	 anı	 oluşturma	

yeteneğini	kaybetmesiyle	başlayan	HP	çalışmaları,	nörobiyolojik	araştırmalarda	önemli	bir	yere	

sahiptir	 [16,139].	 Hipokampus’ta	 gerçekleşen	 biyolojik	 olaylar,	 kişinin	 bir	 ortamda	 yolunu	

bulması	ve	bu	süreçte	meydana	gelen	olayları	hatırlaması	gibi	birçok	bilişsel	yeteneklerle	ilişkili	

olduğundan,	 bu	 bölgede	 meydana	 gelen	 bir	 hasar	 kişinin	 yaşam	 kalitesini	 büyük	 ölçüde	

etkilemektedir	 [5].	Örneğin,	Makale	ve	ark.	 tarafından	2017	yılında	yayınlanan	bir	derlemede,	

Amerika	Birleşik	Devletleri’nde,	beyin	tümörü	olan	ve	RT	gören	hastaların	100.000’i	kadarının	altı	

aydan	 fazla	 süre	 yaşamakta	 olduğunu	 ancak	 bu	 hastaların	 %50-90’ında	 öğrenme,	 hafıza,	

konuşma,	 dikkat	 ve	 muhakeme	 gibi	 önemli	 bilişsel	 fonksiyonlarda,	 engellilik	 düzeyinde	

bozukluklar	gözlendiği	rapor	edilmiştir	[49,140–142].		

İyonize	 edici	 radyasyon	 biyolojik	 sistemler	 ile	 etkileşime	 girmekte	 ve	 bu	 etkileşim	

sırasında	radyoaktif	kaynak,	çevresindeki	molekülleri	 iyonlaştırarak	enerji	kaybetmektedir.	Bu	

tür	bir	 radyasyonun	önemli	ölçüde	zararları	gözlenmektedir,	 çünkü	radyasyonun	canlı	dokuya	

nüfuz	etmesi	durumunda	ortaya	çıkan	iyonlar,	vücutta	zararlı	etkilere	yol	açan	bir	takım	kimyasal	

değişikliklere	 neden	 olabilmektedir	 [143].	 Günlük	 hayatta	 en	 sık	 karşılaşılabilecek	 radyasyon	

şekli,	 nükleer	 santral	 kazalarındaki	 büyük	 radyasyon	 sızıntıları	 dışında,	 tıpta	 teşhis	 ve	 tedavi	

amaçlı	kullanılan	cihazlardan	alınan	iyonize	edici	radyasyon	olarak	kabul	edilebilmektedir	[144].	

Radyasyon	 tedavisi,	 başarılı	 bir	 yöntem	 olmakla	 birlikte,	 insidansı	 giderek	 artan	 primer	 ve	

sekonder	 intrakraniyal	 tümörler	 için	 baskın	 bir	 tedavi	 seçeneği	 haline	 gelmektedir.	 Bununla	

birlikte,	radyasyon	o	bölgedeki	tümörü	ortadan	kaldırmaya	çalışırken,	sağlıklı	beyin	dokusuna	da	

zarar	 vererek,	 kişilerde	 radyasyona	 bağlı	 bilişsel	 işlev	 bozukluğuna	 neden	 olmasından	 ötürü	

önemli	bir	dezavantaja	sahiptir	[91].	Merkezi	sinir	sistemi	(MSS),	radyasyona	en	çok	duyarlı	organ	

olarak	 kabul	 edilmese	 de	 bu	 dokulardaki	 iyonize	 edici	 radyasyon	 hasarının,	 özellikle	 yaşam	

kalitesi	 için	 yıkıcı	 etkileri	 bulunabilmektedir	 ve	 oluşan	 hasarın	 onarılması	 oldukça	 zordur.	

Radyoterapi	(RT)	sırasında	akut	yüksek	doz	radyasyon,	MSS'de	seyirci	etkisi	(bystander	effect)	

hasarına	neden	olarak,	erişkin	hipokampal	nörogenezin	azalmasına	ve	korteks	ve	hipokampus	

boyunca	nöroinflamasyonun	gelişmesine	yol	açabilmektedir.	Bu	durum,	hasta	özellikle	çocukluk	

veya	 ergenlik	 çağında	 ise	 gelişmekte	 olan	 beyin	 için,	 bilişsel	 fonksiyon	 bozuklukları	 ve	 hafıza	

kaybı	 ile	 sonuçlanabilmektedir	 [72,145,146].	 İyonize	 edici	 radyasyon,	MSS	üzerinde	hem	akut	

hem	de	kronik	etkilerle,	DNA	hasarı,	hücre	ölümü,	sistemik	 inflamasyon	ve	oksidatif	 stres	gibi	

birçok	karmaşık	hücresel	ve	moleküler	değişikliğe	neden	olmaktadır	 [62].	Bu	nedenle,	 iyonize	
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edici	 radyasyonun	 zararlı	 etkilerini	 azaltmaya	 yönelik	 önlem	 ve/veya	 terapötik	 yaklaşımlar,	

kapsamlı	ve	karşılaştırmalı	analizlere	ihtiyaç	duyan	önemli	bir	çalışma	alanıdır	[62].	

Çok	 uzun	 bir	 süredir	 sağlıklı	 hücreler	 ve/veya	 kanser	 hücreleri	 üzerindeki	 radyasyon	

maruziyeti	ve	sonrasında	gerçekleşen	biyolojik	olaylar	araştırılmaktadır	[147,148].	İlk	radyasyon	

maruziyetinden	 sonra,	 maruziyet	 anından	 bu	 enerji	 birikiminin	 yarattığı	 hasarın	 oluşumuna	

kadar	geçen	sürede	meydana	gelen	biyolojik	süreçler	iyi	tanımlanabilirse,	iyonize	edici	radyasyon	

hasarının	 düzenlenmesi	 için	 birtakım	 araçlar	 geliştirilebilir	 [149].	 Bu	 amaçla,	 nöral	 sistem	

üzerindeki	 radyasyon	 bağımlı	 bilişsel	 bozuklukların	 temelindeki	 patogenez	 mekanizmalarını	

ve/veya	radyasyonun	etkisini	anlamak	üzere,	birçok	in-vitro	ve	in-vivo	çalışma	gerçekleştirilmiştir	

[79,80,150].	 Literatür	 incelendiğinde,	 HT22	 hücreleri	 ile	 oluşturulmuş	 in-vitro	 radyasyon	

modellerinde,	 çalışmamızda	 uygulananla	 benzer	 şekilde,	 kaynağı	 X-ışını	 olan	 iyonize	 edici	

radyasyonun	etkilerinin	doz	ve	süreye	bağlı	olarak	değerlendirildiği	görülmektedir	(Tablo	2.1)	

[76,77,91–94].	Çalışmamızda	literatürde	sıklıkla	kullanılan	ve	fare	hipokampusunu	temsil	eden	

ölümsüzleştirilmiş	nöral	hücre	hattı	olan	HT22	hücreleri	kullanılmıştır	[87–90].	Çalışmamızın	ilk	

kısmında,	sağlıklı	beyin	dokusunu	temsil	eden	bu	hücrelere	farklı	dozlarda	ve	sürelerde,	kaynağı	

X-ışını	olan	iyonize	edici	radyasyon	uygulanmış	ve	radyasyonun	etkileri	süreye	bağlı	olarak	birçok	

açıdan,	 farklı	 teknikler	 kullanılarak	 incelenmiştir.	 Yapılan	 çalışmalar,	 radyasyonun	 sağlıklı	

hücrelerde	 tahrip	 edici	 etkisinin	 olduğunu	 göstermektedir.	 Literatürde,	 HT22	 hücrelerine	

uygulanan	radyasyonun	dozu	arttıkça	hayatta	kalan	hücre	sayısında	azalmaya	ve	apoptoza	giden	

hücre	oranlarında	ciddi	düzeyde	artışa	rastlanmakta	olduğu	rapor	edilmiştir	[77,91–93,96].	Bu	

anlamda	çalışmamızda	da	literatür	ile	benzer	sonuçlar	elde	edilmiştir	(Şekil	4.2,	Şekil	4.3,	Şekil	

4.32,	Şekil	4.33,	Şekil	4.34-37,	Şekil	4.47-	50,	Şekil	4.77-80,	Şekil	4.88)	(Tablo	4.1,	Tablo	4.2,	Tablo	

4.4,	 Tablo	 4.5).	 Şöyle	 ki,	 radyasyon	 dozunun	 artışına	 bağlı	 olarak	 hayatta	 kalan	 hücrelerin	

sayısında	önemli	ölçüde	azalma	tespit	edilmiştir	(Şekil	4.2,	Şekil	4.3)	(Tablo	4.1).	Akım	sitometrik	

bulgularda,	hücrelere	uygulanan	radyasyonun	düşük	 (2	Gy)	ve	yüksek	 (8	Gy)	dozlarında,	 ilk	6	

saatin	sonunda	bile	erken	ve	geç	apoptozda	ve	nekrozda	belirgin	bir	artış	olduğu	gözlenmektedir	

(Şekil	 4.34-36).	 Bu	 sonuçların	 yanı	 sıra,	 ışık	 ve	 elektron	 mikroskobik	 bulgularda	 hasarın	

morfolojik	 düzeyde	 belirgin	 bir	 şekilde	 gözlemlenmesi	 ancak	 24	 saatin	 sonrasında	

gerçekleşebilmektedir.	Bu	durumun	nedeninin	hücrelerdeki	hasarın	morfolojik	bulgu	olarak	daha	

geç	 ortaya	 çıkmasından	 kaynaklandığı	 düşünülmektedir	 (Şekil	 4.4-31).	 Biyolojik	 sistemler	

üzerine	 iyonize	 edici	 radyasyon	 uygulanan	 çalışmaların	 elektron	 mikroskobik	 verileri	

incelendiğinde,	 hasarın	 oluştuğuna	 dair	 ilk	 ortak	 bulgu	 mitokondriyonlar	 üzerinedir.	 Bazı	

çalışmalarda	 şişmiş	 ve	 dejenere	 olmuş	 mitokondriyonların	 varlığının	 tespit	 edildiği	

vurgulanırken	[151,152]	bazılarında	da	radyasyon	hasarına	karşı	küçülmüş	mitokondriyonların	

varlığı	 bildirilmektedir	 [153].	 Bu	 sonuçlar,	 hücrelerin	 radyasyona	 karşı	 ilk	 tepki	 gösteren	
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organellerinin	 mitokondriyonlar	 olması	 açısından	 tutarlılık	 göstermektedir,	 ancak	 bahsedilen	

bulgulardaki	 farklılıklar	 çalışılan	 değişik	 tipteki	 hücrelerin	 organel	 düzeyinde	 farklı	 yanıtlar	

vermesinden	 kaynaklanıyor	 olabilir.	 Ayrıca,	 literatürde	 iyonize	 edici	 radyasyon	 hasarının	 bir	

sonucu	 olarak	 apoptotik	 hücre	 görüntülerine	 ve	 yoğun	 kromatin	 parçacıklarına	 rastlandığı	 da	

belirtilmektedir	[154,155]. Çalışmamızda,	özellikle	8	Gy	radyasyon	maruziyeti	sonucu,	şişmiş	ve	

dejenere	olmuş	mitokondriyonların	varlığı	 tespit	edilmiştir.	Bunun	yanı	sıra,	hücrelerde	stresi,	

hasarı	 ve/veya	 ölümü	 işaret	 eden	 bulgulardan	 olan	 sayısı	 artmış	 otofagozomlara,	 veziküllere,	

lizozomlara,	izolasyon	membranlarına,	genişlemiş	perinükleer	alana	ve	GER	sisternalarına;	hatalı	

hücre	 bölünmesinin	 sonucu	 olarak	 ışık	 mikroskobik	 olarak	 da	 gözlemlediğimiz,	 artmış	

mikronükleuslara	 ve	 dev	 polimorfonükleer	 hücrelere	 rastlanmıştır	 (Şekil	 4.6,	 Şekil	 4.11,	 Şekil	

4.22-31,	Şekil	4.52-	55,	Şekil	4.62-	65)	[156–163].	İyonize	edici	radyasyon	hasarı	farklı	DNA	hasar	

onarım	 mekanizmaları	 tarafından	 düzeltilmesine	 rağmen,	 radyasyon	 doğrudan	 ve	 su	

moleküllerinin	 iyonlaşması	 yoluyla	 dolaylı	 olarak	 DNA	 hasarına	 neden	 olabilmektedir	 [128].	

Dahası,	radyasyon	kaynaklı	oluşan	serbest	oksijen	türleri	(ROT),	proteinlere	ve	DNA'ya	saldırarak	

protein	 yapılarında	 değişikliklere;	 DNA’da	 tek	 ve/veya	 çift	 zincir	 kırıklarına,	 DNA	 dizisinde	

bozulmaya	 ve	 proto-onkogen	 ve	 tümör	 inhibitörü	 gen	 mutasyonları	 da	 dahil	 olmak	 üzere	

mutasyonlara	 neden	 olarak	 hücrelerde	 hasar	 oluşturabilmektedir	 [128,164].	 Artan	 radyasyon	

dozuna	 bağlı	 olarak,	 mikronükleus	 ve	 dev	 polimorfonükleer	 hücre	 oluşumları	 gibi	 hücre	

nükleuslarında	 meydana	 gelen	 patolojik	 morfolojileri	 ışık	 ve	 elektron	 mikroskobik	 olarak	 da	

gözlemleyebilmekteyiz	 (Şekil	 4.	 6,	 Şekil	 4.11,	 Şekil	 4.26,	 Şekil	 4.30,	 Şekil	 4.52-54,	 Şekil	 4.62).	

Yukarda	bahsedilen	tüm	bu	morfolojik	bulguların	yanı	sıra,	radyasyon	hasarı	sonucu	hem	ışık	hem	

de	 elektron	mikroskopta	 net	 bir	 şekilde	 fark	 edilebilen,	 lamellipodia	 yapılarında	 dramatik	 bir	

azalma	olduğu	da	 tespit	 edilmiştir	 (Şekil	4.7).	Bu	durumun	nedeni	olarak,	 radyasyon	hasarına	

karşı,	 hücre	 iskeleti	 elemanlarının	 (özellikle	 aktin)	 yapısındaki	 ve/veya	 düzenlenmesindeki	

bozulmalar	 gösterilebilir	 [46,165–170].	 Hatta	 literatürde	 bu	 durumla	 ilgili,	 kanser	 hücrelerini	

ortadan	kaldırmaya	ya	da	en	azından	hücrelerin	göçünü	engellemeye	yönelik,	bu	hücrelerdeki	

aktin	 iskeletin	 yapısını	 bozmayı	 hedefleyen	 terapötik	 yaklaşımlar	 da	 ileri	 sürülmektedir	

[166,167].		

Çalışmamızın	ikinci	kısım	deneyleri	ilk	kısmından	elde	edilen	bilgilerden	faydalanılarak	

tasarlanmış	olup,	klinikte	tek	seferde	en	yüksek	kranial	doz	olarak	uygulanan	8	Gy	radyasyonun	

hücrelerde	 neden	 olduğu	 yıkıcı	 etkiyi	 immünoterapi	 yaklaşımıyla	 in-vitro	 ortamda	 azaltmayı	

hedeflemiştir.	Bu	aşamada,	hücrelere	uygulamak	için	en	yüksek	doz	seçilmiştir,	çünkü	bu	dozda	

oluşan	 bir	 hasarı	 onarabilme	 potansiyeli	 olan	 bir	 yaklaşımın	 daha	 düşük	 dozlarda	 da	 başarılı	

olabileceği	öngörülmüştür.	Çalışmamız,	HT22	hücrelerinde	radyasyonun	oluşturduğu	hasarı,	fare	

makrofaj	 hücre	 hattı	 olan	 RAW	 264.7	makrofajlarından	 elde	 edilen	 koşullandırılmış	medyum	
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(KM)	kullanarak	onarma	yaklaşımıyla	tasarlanmıştır.	Yakın	geçmişte,	HT22	hücreleri	ile	yapmış	

olduğumuz	bir	başka	çalışmada,	fare	makrofaj	hücre	hattı	KM’si	kullanılarak,	bu	medyanın	nöral	

hücrelere	 olgun	nöron	 oluşum	yönünde	 katkı	 sağlayabildiğini	 göstermiştik	 [137].	 Bu	 sonuçlar	

doğrultusunda,	koşullandırılmış	medyumun	radyasyon	hasarına	karşı	koruyucu	ve/veya	onarıcı	

bir	 etkisi	 olup	 olmadığını	 anlamak	 için	 bu	 tez	 çalışmasının	 ikinci	 kısmında,	 bu	 yaklaşım	 test	

edilmiştir.	Bu	aşamada,	mikroglia	kullanmak	yerine	makrofajların	kullanılması	tercih	edilmiştir.	

Mikrogliaların	 MSS'de	 nöronal	 hücreler	 üzerindeki	 rolü	 vazgeçilmez	 olsa	 bile,	 insanlardan	

mikroglia	 elde	 etmenin	 pratik	 veya	makul	 olamayabileceği	 gerekçesiyle	 immünoterapötik	 bir	

yaklaşımda	 kullanılması	 önemli	 bir	 dezavantaj	 oluşturabilmektedir.	 Pratikte	 de	 elde	 edilmesi	

daha	kolay	ve	daha	az	 invaziv	olan	periferik	kandan	monosit/makrofajların	kullanılması	daha	

avantajlı	ve	umut	verici	bir	strateji	olmasından	dolayı	bu	hücreler	tercih	edilmiştir.	Çalışmamızda,	

öncelikle	 radyasyona	maruz	 kalan	 HT22	 hücrelerini	 KM	 ile	muamele	 etme	 işlemi	 sonucunda,	

hayatta	 kalan	 canlı	 hücre	 popülasyonunu	 en	 başarılı	 şekilde	 oluşturan	 grubun	 hangisi	 olacağı	

belirlenmiştir.	 Çünkü	 çalışma	 boyunca	 asıl	 amacımız,	 radyasyonun	 neden	 olduğu	 ve	 hücre	

ölümüne	 kadar	 giden	 yıkıcı	 etkiyi	 maksimum	 düzeyde	 azaltan	 grubu	 belirlemektir.	 Yani	 bu	

bağlamda,	KM	ile	muamele	işleminin	radyasyondan	önce	mi,	sonra	mı,	yoksa	hem	önce	hem	de	

sonra	mı	yapılmasının	daha	etkili	olduğu	ve	dahası,	bu	medyumla	24	saat	boyunca	mı	yoksa	48	

saat	 boyunca	 mı	 muamele	 etmek	 gerektiği	 sorularına	 cevaplar	 aranmıştır.	 Bu	 soruları	

cevaplayabilmek	için,	kültür	ortamından	sürekli	olarak	anlık	veri	toplama	kapasitesine	sahip	ve	

yaygın	olarak	kullanılan,	gerçek	zamanlı	hücre	canlılık	testlerinden	biri	olan	xCELLigence	sistemi	

kullanılmıştır.	Radyasyon	maruziyeti	 sonrasında	bu	 sistemden	elde	 edilen	hücre	bölünme	hızı	

verileri	 ve	 ayrıca	 canlı	 kalan	 hücrelerin	 koloni	 oluşturma	 potansiyelini	 test	 eden	 CKHKT	

sonuçlarına	 göre	 potansiyel	 tedavi	 olarak	 en	 başarılı	 grup	 belirlenmiştir.	 Her	 iki	 test	 de	 aynı	

sürede	 (120	 saat)	 ve	 eş	 zamanlı	 olarak	 gerçekleştirilmiştir.	 Hem	 koloni	 testi	 hem	 de	 gerçek	

zamanlı	hücre	canlılık	testi	sonucunda,	en	başarılı	grup,	radyasyondan	önce	24	saat	KM	uygulanıp	

radyasyondan	24	saat	sonra	KM	uygulanan	grup	olarak	belirlenmiştir.	(Şekil	4.47-50).	Bunun	yanı	

sıra	 xCELLigence	 deneyleri	 sonucunda,	 en	 başarılı	 olarak	 belirlediğimiz	 grubun	 120	 saatlik	

süreçteki	 çoğalma	davranışının	36-72.	 saatler	arasında	değişkenlik	gösterdiği	 gözlenmiştir.	Bu	

sebeple,	daha	 ileri	 soruları	 cevaplamak	amacıyla	 iki	 farklı	 zaman	noktası	belirlenip	 (48	ve	72.	

saat)	 seçtiğimiz	 tedavi	 grubunda,	 bu	 zamanlarda	 geçekleşen	 bir	 takım	 biyolojik	 olaylar	 da	

araştırılmıştır.		

Literatürden	 ulaşabildiğimiz,	 HT22	 hücreleri	 ile	 gerçekleştirilmiş,	 iyonize	 edici	

radyasyonun	olumsuz	etkilerini	onarabilme	potansiyeli	bulunan	bu	yaklaşımın	uygulandığı,	çok	

az	sayıda	çalışmaya	rastlanmaktadır	[91].	Bu	açıdan	bakıldığında,	çalışmamız	literatürde	az	sayıda	

bulunan	bu	yaklaşımla	ilgili,	özellikle	gen	ekspresyonu	ve	KM	süreleri	açısından	literatüre	yeni	
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veriler	 sunmaktadır.	 Huang	 Y.	 ve	 ark.’nın	 (2021)	 HT22	 hücrelerini	 kullanarak	 yaptığı	 bir	

çalışmada,	 mezenkimal	 kök	 hücre	 ile	 koşullandırılmış	 medyumun	 (MSC-KM),	 hipokampal	

nöronları	 iyonize	 edici	 radyasyon	 hasarından	 koruduğu	 bildirilmektedir	 [91].	 Bu	 çalışma,	

radyasyonun	HT22	hücrelerinde	ROT	ve	malondialdehid	(MDA)	üretimini	arttırdığını	ve	bu	yolla	

da	 hücre	 kaybına	 neden	 olduğunu	 belirtmektedir.	 Dahası,	 bu	 çalışmayla	 radyasyon	 yüzünden	

artan	ROT	üretimi	 ile	radyasyonun	sağlıklı	hücrelerde	neden	olduğu	oksidatif	stres	üzerindeki	

rolünün	 daha	 da	 desteklendiği	 vurgulanmaktadır.	 Bu	 durumu	 düzeltmek	 için	 araştırmacılar,	

HT22	hücreleri	üzerine	uyguladıkları	MSC-KM'nin,	radyasyon	almış	HT22	hücrelerinde,	ROT	ve	

MDA	 üretimini	 azalttığını	 ve	 süperoksitdismutaz	 (SOD)	 aktivitesini	 ve	 glutatyon	 (GSH)	

seviyelerini	 arttırdığını	 ve	nöronal	 apoptozu	hafifletebileceğini	 ileri	 sürmektedir.	Ayrıca,	MSC-

KM'nin	 bu	 etkisini	 hücrelerdeki	 antiapoptotik	 ve	 antioksidan	 düzenlenmede	 görevi	 olan	

PI3K/AKT	 yolunu	 aktive	 ederek,	 radyasyona	 bağlı	 apoptozu	 azalttığını	 ve	 MSC-KM'nin	

radyasyonun	 neden	 olduğu	 oksidatif	 strese	 karşı	 hücrelerde	 koruma	 sağlayabileceğini	

bildirmişlerdir	[91].	Bu	tez	çalışmasıyla	yukarıda	belirtilen	çalışmanın	ortak	noktalarından	biri,	

iyonize	edici	radyasyon	hasarını,	medyum	içeriğinde	pek	çok	parakrin	faktör	barındıran	bir	hücre	

tipinin	 medyumu	 ile	 onarma	 yaklaşımıdır.	 Gelecekte,	 çalışmamızın	 ilerleyen	 aşamalarında	

makrofaj	medyumunun	radyasyon	almış	HT22	hücrelerinde	oluşturduğu,	oksidatif	strese	karşı	

olası	koruyucu	etkisi	de	araştırılmaya	değer	bulunmaktadır.	Bu	çalışmada,	sadece	radyasyondan	

sonra	MSC-KM	ile	muamele	işlemi	gerçekleştirilmiş	ve	bu	işlemin	ne	kadar	süre	gerçekleştirildiği	

vurgulanmamıştır.	 Çalışmamızda,	 radyasyon	 hasarını	 onarma	 potansiyeli	 bulunan	 makrofaj	

medyasıyla	 koşullandırılmış	 medyumun	 HT22	 hücreleri	 üzerinde	 etki	 süreleri	 ayrıntılarıyla	

oluşturulmuş	 ve	 sonuçlar	 birçok	 açıdan	 değerlendirilmiştir.	 Bu	 kapsamda	 gerçekleştirilen	

deneyler	 sonucunda,	 KM’nin	 özellikle	 zaman	 ilerledikçe	 (72.	 saat)	 erken	 ve	 geç	 apoptozu	 ve	

nekrozu	azalttığı	tespit	edilmiştir.	Bu	bulgular,	gerçek	zamanlı	hücre	analizi,	CKHKT	ve	Hoechst	

33342	pozitif	çekirdek	sayım	sonuçları	ile	de	uyumluluk	göstermektedir	(Şekil	4.43-4,	Şekil	4.49,	

Şekil	 4.50,	 Şekil	 4.77-80,	 Şekil	 4.88).	 Bunların	 yanı	 sıra,	 hücre	 proliferasyonunun	

değerlendirilmesi	 için	 sıklıkla	 kullanılan	bir	 belirteç	 olan	Ki67	 [171]	 ile	 işaretlenmemiş	 hiçbir	

hücrenin	 olmadığı	 gözlenmiştir.	 Dahası,	 işaretlenmiş	 olan	 tüm	 bu	 hücrelerin	 ekspresyon	

yoğunluğu	değerlendirildiğinde,	gruplar	arasında	hem	48.	hem	de	72.	saatlerde	anlamlı	bir	fark	

bulunmamıştır.	Bu	sonuçlar	bize,	radyasyonun	birçok	hücrenin	ölümüne	neden	olduğunu	ancak,	

hayatta	 kalan	 hücrelerin	 hala	 çoğalma	 yeteneklerini	 koruduğunu	 göstermektedir.	 Daha	 ileri	

çalışmalar	için	bu	verilere	ek	olarak,	tüm	gruplar	için	hücre	siklusu	deneyleri	gerçekleştirilerek,	

tedavi	 grubunun	 radyasyona	 karşı	 hücre	 bölünmesinin	 hangi	 aşamasında	 nasıl	 bir	 etki	

oluşturduğu	da	incelenebilir.	
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Çalışmamızda,	 hücrelerin	 radyasyon	 ile	 uyarılan	 gruplarında	 ve	 tedavi	 grubu	 olarak	

belirlediğimiz	grubun,	iki	farklı	zaman	noktasında	bazı	genlerin	ekspresyonları	incelenmiştir.	Bu	

genlerden	 ilki,	 antioksidan	 yanıtta	 ve	 ilaç	 metabolizmasında	 önemli	 görevleri	 bulunan	 ve	 bir	

transkripsiyon	 faktörü	olan	Nrf2’dir	 [101].	Nrf2	 yalnızca	gen	 ifadesini	 indüklemekle	kalmayıp,	

aynı	zamanda	baskılayıcı	olarak	da	çift	yönlü	bir	işlev	görmektedir	[172].	Çalışmamızda,	Nrf2’nin	

doz	ve	zamana	bağlı	olarak	arttığı	gözlenmektedir	(Şekil	4.38,	Şekil	4.81).	Bu	durum,	radyasyona	

bağlı	 olarak	 gelişen,	 hücrelerin	 oksidatif	 strese	 karşı	 oluşturduğu	 en	 önemli	 tepkilerden	 biri	

olarak	düşünülebilir.	Yapılan	son	araştırmalar,	kanser	hücrelerinde	Nrf2	 inhibisyonunun	hücre	

büyümesinde	 bir	 azalmaya	 ve	 radyasyon	 duyarlılığında	 bir	 artışa	 yol	 açtığını	 bildirmektedir.	

Dahası,	 Nrf2'nin	 radyasyon	 tedavisi	 de	 dahil	 olmak	 üzere	 kanser	 tedavisinde	 hedef	 bir	 faktör	

olduğu	düşünülmektedir	[173].		

Progranulin	 (PGRN)	 proteinini	 kodlayan	 Grn	 geninin	 MSS’de	 bazı	 nöron	 gruplarında	

eksprese	 olduğu	 bilinmektedir.	 Bu	 genin	 kodladığı	 PGRN’nin	 çoğunlukla	 ekstraselüler	 EphA2	

reseptörü	ve	Notch	sinyal	yolağı	vasıtasıyla	aksonal	 ilerleme	ve	nöral	hayatta	kalma	gibi	nöral	

fonksiyonlar	üzerinde	nörotropik	bir	faktör	gibi	etkileri	olduğu	düşünülmektedir	[108,174].	Öte	

yandan,	 iyonize	 edici	 radyasyon	 sonrasında	 Grn	 geninin	 ya	 da	 PGRN	 proteinin	 hipokampal	

hücrelerde	nasıl	bir	davranış	gösterdiğini	inceleyen	bir	literatüre	rastlanmamıştır.	Çalışmamızda	

ise	Grn	 ifadesi	 radyasyon	maruziyeti	 sonrasında	 HT22	 hücrelerinin	 hayatta	 kalma	 tepkilerini	

ölçebilmek	açısından	değerli	bir	parametre	olarak	görülmektedir.	Çalışmamızın	ilk	basamağında	

Grn	ifadesinde	gözle	görülür	bir	artış	olduğu	tespit	edilmiştir.	Özellikle	bu	artışın	8	Gy	dozunda	2	

Gy’ye	 kıyasla	 daha	 yüksek	 biçimde	 ve	 istatistiksel	 olarak	 da	 anlamlı	 bir	 şekilde	 ortaya	 çıktığı	

görülmüştür	 (Şekil	 4.39).	 Bu	 bulgu	Grn	 ifadesinin	 radyasyon	 dozundaki	 artışla	 doğru	 orantılı	

biçimde	arttığı	şeklinde	de	yorumlanabilir.	Artan	radyasyon	dozu	 ile	Grn	 ifadesinin	de	artması	

HT22	 hücrelerinin	 hayatta	 kalmak	 için	 otokrin	 biçimde	 nörotropik	 bir	 faktör	 olan	 PGRN	

proteinini	 arttırma	 eğiliminde	 olduğunu	 işaret	 edebilir.	 Çalışmamızın	 ikinci	 basamağında	 elde	

edilen	veriler	incelendiğinde	radyasyon	maruziyetinden	48	ve	72	saat	sonra	HT22	hücrelerinde	

Grn	ekspresyonunun	kontrol	grubuna	kıyasla	daha	yüksek	ve	zamanla	doğru	orantılı	biçimde	artış	

gösterdiği	 tespit	 edilmiştir	 (Şekil	 4.82).	 Bu	 bulgu,	 çalışmamızın	 ilk	 basamağında	 elde	 edilen	

verilerle	örtüşmekte	ve	HT22	hücrelerinin	radyasyona	bağlı	ortaya	çıkan	hasarı	önlemek	veya	sağ	

kalım	mekanizmalarını	oluşturmak	üzere	Grn	ifadesini	arttırmış	olabileceğini	düşündürmektedir.	

Sinir	büyüme	faktörü	ailesinin	en	 iyi	bilinen	üyelerinden	biri	olan	Bdnf	geni	 tarafından	

kodlanan	BDNF	proteininin,	nöral	gelişim,	nöronal	farklılaşma,	sinaptik	aktivite	ve	nöral	hayatta	

kalım	gibi	birçok	hücresel	olayı	etkilediği	bilinmektedir	[175,176].	Çalışmamızın	ilk	basamağında,	

2	Gy	radyasyonla	Bdnf	ekspresyonunun	kontrol	grubuna	kıyasla	değişmediği,	8	Gy	dozla	ise	6	saat	

sonunda	 anlamlı	 düzeyde	 azaldığı	 tespit	 edilmiştir.	 24	 saat	 sonra	 ise	 ifade	 seviyesinin	 tekrar	
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yükselmiş	 olduğu	 görülmüştür	 (Şekil	 4.40).	 Bdnf	 ifadesinin	 çok	 kısa	 sürede	 dikkat	 çekici	 bir	

şekilde	azalıp,	6.	saatten	24.	saate	kadar	yine	belirgin	bir	artış	göstermesi	oldukça	ilginçtir.	Bu	

tablo,	Bdnf	transkripsiyonun	HT22	hücrelerinde	radyasyona	karşı	zamana	bağlı	tepkiler	şeklinde	

düzenlendiğini	işaret	etmektedir.	Çalışmamızın	2.	basamağında	gösterildiği	üzere,	8	Gy	radyasyon	

maruziyetinden	48	saat	sonra,	kontrol	ve	radyasyon	grubu	arasında	Bdnf	ifadesi	açısından	anlamlı	

bir	 fark	 tespit	 edilmemiştir	 (Şekil	 4.83).	 Bu	 sonuç,	 çalışmamızın	 ilk	 basamağında	 görülen	 6.	

saatten	24.	 saate	kadar	olan	anlamlı	ekspresyon	yükselişi	ve	24.	 saatte	 radyasyon	grubu	 ifade	

seviyesinin	kontrol	grubu	ile	denk	olması	ile	örtüşmektedir	(Şekil	4.40).	Çalışmamızda,	24	ve	48.	

saat	arasındaki	ifade	değişimlerini	gözlemleyemesek	de	8	Gy	radyasyon	etkisinin	48.	saate	kadar	

kontrol	grubu	ile	denk	biçimde	ifade	olduğu	görülmektedir	(Şekil	4.83).	Öte	yandan,	çalışmamızda	

ikinci	basamakta	kontrol	grupları,	deney	grupları	için	bekletilen	süre	kadar,	yani	48	ve	72	saat	

boyunca	 kontrol	 şartlarında	 kültüre	 edilmişlerdi.	 Bu	 anlamda,	 72.	 saatteki	Bdnf	 ifadesinin	 48.	

saatte	 ölçülen	 seviyeye	 kıyasla	 değişmediği	 gözlenmiştir.	 Bu	 noktada,	 gerçek	 zamanlı	 hücre	

verileri	incelendiğinde	(Şekil	4.	47-50	),	48.	saatten	72.	saate	kadar	geçen	süre	içerisinde	kontrol	

grubu	 HT22	 hücrelerinin	 bölünme	 hızının	 belirgin	 biçimde	 atış	 gösterdiği,	 buna	 karşın	 Bdnf	

ifadesinin	değişmediği	dikkat	çekicidir	(Şekil	4.83).	Proliferatif	karakterde	olduğu	bilinen	HT22	

hücre	 hattında,	 incelediğimiz	 saatler	 arasında	 bölünme	 hızı	 artarken	 Bdnf	 ekspresyonunun	

değişmemesi,	 HT22	 hücrelerindeki	 kromatin	 materyalinin,	 hücrelerin	 bölünmesine	 Bdnf	

transkripsiyonu	açısından	kayda	değer	bir	etki	oluşturmadığını	işaret	etmektedir.	Ancak,	başka	

gruplardaki	 Bdnf	 ifadesinin	 kontrol	 grubuna	 kıyasla	 farklılıklar	 gösterdiği	 görülmüştür	 (Şekil	

4.83).	 Bunlardan	 en	 çarpıcı	 olanı,	 72.	 saatte	 radyasyon	 grubu	Bdnf	 ifadesinin	 kontrole	 kıyasla	

anlamlı	 düzeyde	 artmış	 olması	 olarak	 gösterilebilir	 (Şekil	 4.83).	 Ya	 da	 aynı	 tabloya	 başka	 bir	

açıdan	bakacak	olursak,	radyasyon	maruziyetinden	72	saat	sonra	Bdnf	ekspresyon	seviyesinin,	

yine	 radyasyon	grubundaki	 fakat	48.	 saatteki	 seviyeye	kıyasla	belirgin	biçimde	yüksek	olduğu	

görülmektedir	 (Şekil	 4.83).	 Radyasyon	 maruziyetinden	 6	 saat	 sonra	 azalan,	 24.	 saatte	 tekrar	

yükselen	ve	en	azından	bulgularımız	kapsamında	gördüğümüz	kadarıyla	48.	saate	kadar	kayda	

değer	biçimde	değişmeyen	Bdnf	 ifadesinin	72.	saatte	tekrar	yükselmesi,	kromatin	materyalinin	

HT22	hücrelerinde	sadece	anlık	bir	moleküler	tepki	değil	zamana	bağlı	tekrar	düzenlenebilen	bir	

tepki	oluşturduğunu	 işaret	etmektedir.	Bu	büyüme	 faktörünün	hücrelerde	parakrin	ve	otokrin	

işlevleri	 bulunduğu	 düşünüldüğünde	 çift	 yönlü	 çalışan	 bir	 faktör	 olduğu	 da	 anlaşılmaktadır	

[175,177].	Canlı	hipokampus	dokusu	 içerisinde	kemokinler	ve	 sitokinler	de	dahil	olmak	üzere	

karışık	 bir	 sinyal	 molekül	 kokteyli,	 ortamdaki	 hücrelerin	 kendilerine	 özgü	 verdiği	 cevapları	

anlamamızı	 maskelemektedir.	 Ko-kültür	 olmayan	 kültür	 çalışmalarının	 avantajı	 ise	 hücrelere	

yapılan	bir	etkinin	hücrenin	verdiği	izole	yanıtları	net	bir	şekilde	anlamamızı	sağlamasıdır.	Doğal	

ortamlarında	 yani	 hipokampus	 dokusu	 içerisinde,	 nöronal	 hücrelerdeki	 Bdnf	 etkinliği,	

muhtemelen	 çevre	 hücrelerin	 de	 sinyallerine	 bağlı	 olarak	 hücrelerin	 izole	 yanıtlarını	
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değiştirmektedir.	 Ancak,	 kültür	 ortamındaki	 hipokampal	 HT22	 hücrelerinde	 Bdnf	

ekspresyonunun,	 radyasyon	 maruziyeti	 sonrasında	 zamana	 bağlı	 olarak	 arttığı	 noktaların	

bulunması,	 Bdnf’nin	 hücrenin	 radyasyon	 ile	 oluşan	 yıkıcı	 etkiye	 karşı	 otokrin	 olarak	 koruma	

sağlayabileceği	anlamına	gelebilmektedir.	Deney	fareleri	ya	da	sıçanlarıyla	oluşturulan	kraniyal	

radyasyon	modellerinde,	 radyasyonun	hipokampüs	dokusu	üzerinde	oluşturduğu	etkilere	dair	

elde	edilen	bilgiler	vazgeçilmezdir.	Fakat,	in-vivo	çalışmalarda	radyasyonun	hipokampal	hücreler	

üzerinde	 oluşturduğu	 izole	 yanıtları	 anlamak	 da	 mümkün	 değildir.	 Bu	 sebeple,	 Bdnf	

ekspresyonundaki	değişiklikler	yorumlanırken,	HT22	hücrelerinin	radyasyona	karşı	verdiği	izole	

yanıtlar	olduğu	unutulmamalıdır.	

Lenfomalarda	etkili	olduğu	bilinen	Dusp22	geninin,	radyasyonla	ilişkisini	gösteren	çok	az	

sayıda	 kaynak	 bulunmaktadır.	 Çalışmamızda,	 2	 Gy	 radyasyon	 uygulamasından	 6	 saat	 sonra	

Dusp22	ekspresyonunda	anlamlı	bir	şekilde	artış	ve	zaman	geçtikçe	de	bu	genin	ekspresyonunda	

azalma	olduğu	gözlenmiştir	(Şekil	4.41).	İlginç	bir	şekilde,	8	Gy	radyasyon	uygulanan	gruplarda	

ise	6	saatin	sonunda	çok	fazla	bir	artış	gözlenmezken	24	saatin	sonundaki	artışın	anlamlı	olduğu	

tespit	 edilmiştir	 (Şekil	 4.41).	Dahası,	 8	Gy	 radyasyondan	 sonraki	bu	artış	72.	 saatte	de	devam	

etmektedir	(Şekil	4.	84).	Tedavi	grubunda	ise	Dusp22	ekspresyonunda	azalma	olduğu	görülmüş	

ama	bu	azalma	anlamlı	bulunmamıştır	 (Şekil	4.	84).	Bu	bulgular,	bize	Dusp22	ekspresyonunda	

yüksek	 dozda	 zaman	 ilerledikçe	 artışın	 olduğunu,	 daha	 etkili	 ve	 kapsamlı	 bir	 immün	 sistem	

yaklaşımıyla	 bu	 genin	 ekspresyon	 seviyelerinin	 normale	 dönme	 potansiyeli	 bulunduğunu	

göstermektedir.	

C9orf72	mRNA	ekspresyonunun	ise	kontrol	grubuna	kıyasla,	2	ve	8	Gy	gruplarında	iyonize	

edici	 radyasyon	 uygulamasından	 sonra	 zamana	 bağlı	 olarak	 arttığı	 görülmüştür	 (Şekil	 4.42).	

Birçok	 nörodejeneratif	 hastalıkta	 mutasyona	 uğradığı	 tespit	 edilen	 C9orf72’nin,	 son	 yıllarda	

yapılan	çalışmalarda,	ekspresyon	düzeyindeki	değişikliklerin,	hücrelerde	otofagozom	oluşumuyla	

ilişkilendirildiği	 ve	 veziküler	 trafiğin	 düzenlenmesinin	 farklı	 seviyelerinde	 etkili	 olduğu	 da	

gösterilmektedir	[120].	Webster	ve	ark.	(2016)	tarafından	C9orf72	aşırı	ekspresyonundan	sonra	

nöronal	olmayan	HeLa	ve	HEK293	hücrelerinde	artmış	otofajik	aktivite	görüldüğü	bildirlmiştir	

[178].	Leskelä	ve	ark.	(2019)’nın	 fare	Na2	nöroblastoma	hücreleri	 ile	yapmış	olduğu	başka	bir	

çalışmada	 ise	C9orf72’nin	 aşırı	 ekspresyonu	 sonucu,	 otofagozomların	 oluşumuna	 yol	 açtığı	 ve	

rapamisin	 ile	 indüksiyonu	 sonucu	 ise	 C9orf72	 seviyelerinde	 önemli	 ölçüde	 azalma	 gözlendiği	

rapor	 edilmiştir	 [179].	 Çalışmamızda,	 ışık	 ve	 elektron	mikroskobik	morfolojik	 veriler	 sonucu,	

doza	 ve	 zamana	 bağlı	 olarak	 otofagozomlarda	 artış	 olduğu	 (Şekil	 4.5-7,	 Şekil	 4.9),	 tedavi	

uygulanan	gruplarda	ise	veziküllerde	ve	otofagozomlarda	azalma	olduğu	tespit	edilmiştir.	Ancak	

C9orf72’nin	otofajiyi	aktive/inhibe	edip	etmediği	tartışmalı	bir	konu	olarak	görülmektedir	[179].	

Dahası,	C9orf72'nin	 işlevleri	 ile	 ilgili	artan	çalışmalar,	bu	genin	otofaji	ve	 inflamasyon	arasında	
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güçlü	 bir	 düzenleyici	 olan	 GTPaz	 ile	 etkileşime	 giren	 bir	 kompleksin	 parçası	 olduğunu	 da	

göstermektedir	 [120].	 C9orf72	 ekspresyonunun	 nörodejenerasyon,	 inflamasyon	 ve	 çevre	 ile	

bağışıklık	 etkileşiminin	düzenlenmesini	 birbirine	bağlayan	 yeni	 bir	 hedef	 olarak	ortaya	 çıktığı	

düşünülmektedir.	 Bu	 nedenle,	 C9orf72	 geninin	 otofagozomlarla	 ilişkisi	 hakkında	 daha	 fazla	

çalışmaya	ihtiyaç	duyulmaktadır.		

MSS'den	 türetilmemiş	 bağışıklık	 sistemi	 hücreleri	 kullanarak	 radyasyona	 bağlı	 oluşan	

sağlıklı	 hücre	 hasarı	 ile	mücadele	 etmek	 için	 immünoterapi	 stratejileri	 geliştirilmekle	 birlikte	

henüz	net	bir	tedavi	biçimi	sağlanamamıştır.	Dahası,	sağlıklı	hücrelerin	iyonize	edici	radyasyon	

hasarına	 karşı	 verdiği	 yanıtların	 altında	 yatan	 mekanizmaları	 netleştirmek	 ve	 bol	 miktarda	

deneysel	kanıt	sağlamak	için	daha	fazla	araştırmaya	ihtiyaç	duyulmaktadır.	Sonuç	olarak,	bu	tez	

çalışması,	radyasyon	hasarına	karşı	hücreleri	koruyabilecek	ve	nöral	hücre	hasarını	onarabilme	

potansiyeli	taşıyan,	makrofaj	bazlı	koşullandırılmış	besiyerinin	olumlu	etkilerini	destekleyen	ön	

bulguları	 sunmaktadır.	 Gelecekteki	 çalışmalarda,	 nöral	 hücreler	 üzerindeki	 bu	 etki,	 in-vivo	

ortamlarda	test	edilerek	koşullandırılmış	medyumun	potansiyel	koruyucu	ve/veya	onarıcı	etkisi	

biyolojik	sistemler	üzerinde	de	test	edilebilir.	
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