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OZET

Sahin B. Antioksidan Ajanlarin Deneysel Olarak Olusturulan Akciger Fibrozu
Uzerinde Etkinliginin Histopatolojik Olarak Degerlendirilmesi Istanbul
Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dal.
Uzmanlik Tezi. Istanbul.2011.

Anahtar Kelimeler:  Radyoterapiye bagli akciger fibrozu, Polietilen Glikolli
Stiperoksit dismutaz (PEG-SOD), N-Asetil sistein (NAC), Rapamisin (Sirolimus),
Histopatoloji

Amag: Radyoterapiye (RT) bagh fibroz nedeniyle akciger doz kisitlayicit organdir.
Antioksidan ajanlarin kullanimi ile RT’nin sik goriilen yan etkilerini azaltmak olasidir.
PEG-SOD, NAC, Rapamisin gibi ajanlarin RT’ye bagh fibrozda etkinliklerini klinik,
radyolojik ve histopatolojik olarak degerlendirmek amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: 6 — 8 haftalik W.Albino cinsi siganlar PEG-SOD, NAC, rapamisin
ve sadece RT alan kontrol grubu olmak iizere dort gruba ayrildi. Mortalite ve
morbiditeyi azaltmak i¢in sag iist akciger bolgesi, Cyberknife (Accuray) makinesinde
tek fraksiyonda 13 Gy (Gray) 1sinlandi. Ardisik {i¢ hafta siiren ilag uygulamalarindan
sonra fibrozis olusmasi i¢in, haftalik kilo ve ates takipleri yapilarak, 22. haftaya kadar
beklendi. Bilgisayarli tomografi goriintiileri alindi, radyolojik olarak fibrozis alanlar
goriilmesi iizerine deney hayvanlari sakrifiye edildi. Akcigerleri eksize edildikten sonra

elektron mikroskopisi ve histopatolojik degerlendirme icin 6rnekler alindi.

Bulgular: Kilo takiplerinde anlamli bir fark bulunmamustir. Ates takiplerinde ise altinci
haftadan itibaren kontrol ve rapamisin gruplarinda anlamli artis saptandi ve deney
sonuna kadar devam etti. Benzer sekilde radyolojik olarak da kontrol ve rapamisin
gruplarinda anlaml bir fibroza egilim mevcut idi. Histopatolojik olarak SOD ve NAC
gruplarinda RT hasar1 ve fibroz bulgularinda belirgin bir azalma saptanirken Rapamisin
grubu hem 151k hem de elektron mikroskopisinde RT’ye bagli hasarin ve fibrozun en

yogun izlendigi grup olarak goriildii.

Sonug: RT’ye bagh akciger fibrozisin dnlenmesinde NAC ve SOD gruplarinin etkinligi

anlamli olarak gosterilmistir. Rapamisin i¢in ise daha ileri ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.
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ABSTRACT

Sahin B. Histopathological Evaluation of Antioxidants’ Effectiveness on
Experimentally Induced Lung Fibrosis Istanbul University, Istanbul Medical
Faculty, Department of Radiation Oncology. Expertise Thesis. Istanbul.2011.

Key Words: Radiotherapy induced lung fibrosis, Polyethylene Glycol, Superoxide
Dismutase (PEG-SOD), N-acetyl Cysteine (NAC), Rapamycin (Sirolimus),
Histopathology

Purpose: Lung is the dose-limiting organ due to radiotherapy (RT) induced fibrosis.
With the use of anti-oxidant agents it’s likely to diminish common side effects.
Activities of agents such as PEG-SOD and NAC and rapamycin are aimed to be
evaluated on RT induced fibrosis in a clinical, radiological and histopathological

manner.

Materials and Methods: 6 — 8 week old W.Albino rats were divided into four
groups such as PEG-SOD and NAC and rapamycin and only RT control group. In order
to reduce mortality and morbidity right upper lung zone was irradiated 13 Gy in one
fraction in Cyberknife (Accuray). After three consecutive weeks of drug applications,
rats were followed by weight and fever measurements weekly until the 22™ week for
the formation of fibrosis. Computed tomography scans were obtained. After the
radiographical confirmation of fibrosis, lab animals were sacrificed. After the lungs
were excised, samples were taken for electron microscopy and histopathologic

evaluation.

Results: No significant differences were observed in the follow-up of weight. During
the sixth week, in control and rapamycin groups a significant increase in fever
determined and continued until the end of the experiment. Similarly, the control and
the rapamycin groups, had a significant tendency to fibrosis also radiologically. The
histopathological findings of RT induced injury and fibrosis in the SOD and NAC
groups were significantly decreased and the rapamycin group was monitored as having

the most intense RT induced injury and fibrozis on both light and electron microscopy.

Conclusion: The efficacy of NAC and SOD groups in RT induced lung fibrosis were

displayed statistically significantly, but further studies are needed for rapamisin.



1. GIRIS VE AMAC

Radyoterapinin amaci hedef tiimor dokusuna maksimum dozu vererek lokal
kontrolu saglamaya calisirken, tiimor etrafindaki normal dokuyu koruyarak yan etkileri
en aza indirmektir. Radyoterapi total dozunu arttirmak birgok tiimor tipinde lokal
kontrolu artirmak icin fayda saglamasina ragmen, bu sirada normal dokuda olusan erken
ve gec yan etkiler dolayisiyla bu genellikle yapilamamaktadir. Sonu¢ olarak tiimor

kontrolu i¢in doz arttirma, normal dokunun tolere edebildigi 6l¢iide yapilabilmektedir.

Radyoterapi sonrasi dokularda olusan hasar bir¢ok faktére baghdir. Verilen
radyasyonun dozu, fraksiyonasyon semalari, 1sin alan dokunun voliimii, es zamanh
kemoterapi, 1s1nlanan dokunun oksijenasyonu ya da rejenerasyon kapasitesi gibi bircok
faktor olusan hasarin boyutunu etkiler. Akcigerler ise rejenerasyon kapasitelerinin
kisitliligr sebebiyle, torakal yerlesimli tiimorlerin radyoterapisinde doz kisitlayict

organlardir.

Radyasyona baglh “Pnomopati” terimi radyoterapi sonrasi olusan birbirinden
farkli kompleks mekanizmalar igeren iki farkli kavramdan olusur. “Radyasyon
Pnémoniti” denilen kavram akut donemde gelisen alveolar bosluklarda ve intertisyumda
mononiiklear hiicre infiltrasyonlar1 ile karakterize inflamasyonun yogun olarak
gorildiigli durum iken fibrozis daha geg¢ gelisen fibroblast proliferasyonu sonrasi,
ekstraselliiler matriks protein salgilanmasi ve kollajen birikmesi ile karakterize aktif

stirectir.

Pnomopati icerisinde tarif edilen olgular1 azaltmanin, terapdtik kazanci
arttirmanin  bagka bir yolu da antitiimoral etkiyi azaltmaksizin , normal dokulardaki
radyasyon hasarini azaltan hiicre koruyucu anti oksidan ajanlarin kullanilmasidir.
Literatiirde radyasyona bagli akciger toksisitesinin Onlenmesinde pek c¢ok ajan

kullanilmustir.

Bu c¢alismada iki antioksidan ajan ( N-asetil sistein, Siiperoksit
dismutaz/Katalaz enzimleri kombinasyonu) ile radyasyona bagli pnémonit ve fibrozisin
baslica mediatoru oldugu bilinen TGF f’nin indiikledigi protein sentezini mTOR

yolaginda inhibe ettigi diisiiniilen rapamisin (Sirolimus) kullanildi.
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Bu etken maddelerin etkinligi klinik, radyolojik ve de histopatolojik olarak
degerlendirildi. Bu hayvan calismasi sonrasinda elde edilecek veriler ile radyoterapi
sonrast olusan yan etkilerin en aza indirilmesi, mekanizmalarin daha iyi agiklanabilmesi
ve normal dokuyu koruyucu ajanlarin kullanimi i¢in planlanan yeni ¢aligmalara temel

olmasi amaclanmistir.
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2. GENEL BiLGILER

Akciger kanseri tiim diinyada her y1l bir milyondan fazla 6liim ile kanser sebepli
Oliimlerin birinci sebebidir (1, 2). Nedeni bilinen oliimler sirasinda kardiyovaskiiler
Oliimlerden sonra ikinci siradadir. Tiim kanser oliimlerinin % 17.8’ini akciger kanseri
olusturur (3). Ulkemizde de % 13 ile tiim hastaliklar arasinda kardiyovaskiiler sistem

hastaliklarindan sonra ikinci sirada yer almaktadir (4) .

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2006 icin, “hastanelere yatan hastalarin
secilmis 150 hastalik nedenine gore dagilimi1” tablosunda hastanede 6len hastalarda
10.774 (% 11.26) hasta ile kanser ilk sirada yer almaktadir. Kanser hastalarinda ise

akciger kanseri ilk sirada yer almaktadir (4, 5).

Akciger kanserli hastalarin tedavisi , hastaligin histopatolojik tanisi, evresi ve
hastanin performans durumu degerlendirilerek yapilir. Cerrahi, kemoterapi ve

radyoterapi (RT) tek basina veya birlikte kullanilir (6, 7).

Tiim toraks malinitelerinde oldugu gibi akciger kanserinde de, RT’nin klinik
kullanim1 ve etkinligi, normal akciger dokusunun radyoduyarliligi nedeniyle kisitlanir.
Istenen dozlara RT’ye bagl yan etkiler nedeniyle ulasilamayabilir (8). RT alan akciger
kanserli hastalarin yaklasik % 30°nda RT’ye bagl klinik olarak belirgin akciger hasari
goriilmektedir, uzun vadede goriintiilenebilen subklinik hasar ise daha yiiksek

oranlardadir (9, 10).

2.1 AKCiGERLERIN ANATOMISi

Alt solunum sistemi akcigerler ve trakeaden olusur. Trakea, larenksin alt
ucundan (yaklasik servikal 6. vertebra) baslayip , torasik 4 — 5 . vertebra arasinda
karina olarak adlandirilan bifurkasyona kadar devam eder. Karina seviyesinde sag ve
sol ana bronglara boliiniir. Ana bronglar , sekonder brons denilen lobar brons dallarini
olustururlar. Bu lobar bronslar daha dar olan segmenter bronslara boliiniir. Segmenter
bronslar mikroskopik yapilar olan bronsiollere ve ardindan akcigerlerin fonksiyonel

birimi olan alveollere doniisiirler. Burada zengin kapiller damarlar bulunur. Oksijen-
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karbondioksit degisimi bu diizeyde , alveolar-kapiller membrandan difiizyon yoluyla

olur (11, 12).

Sag akciger iist, orta ve alt lob olmak {izere ii¢ lobdan olusur. Bu loblar, oblik
veya major fissiir ve de horizontal veya mindr fissiir ad1 verilen iki fissiir ile birbirinden
ayrilir. Sol akciger ise iki lobdan olusur. Akciger hiluslar1 bronslar, pulmoner arterler,

venler ve pulmoner lenfatikleri igerir (Sekil 1) (1, 12).

Sekil 1 Akciger loblari ve lenf drenaji (1, 12)

Akciger yogun olmayan intertisyel konnektif dokudan olustugundan, zengin bir
lenfatik akim ag1 vardir. Bu lenf damar ag1 ; intrapulmoner, bronkopulmoner (hiler),

mediastinel, supraklavikuler ve skalen nodlar olmak iizere bes gruba ayrilir.

Intrapulmoner lenf nodlari, segmental brons boyunca ya da pulmoner arter

dallan bifurkasyonu boyunca uzanabilir.

Bronkopulmoner lenf nodlari, ana brons alt kisminda, ana bronslarin lobar

bronslar1 olusturduklari bifurkasyon lojunda bulunurlar.

Mediastinal lenf nodlar iki gruba ayrilir:
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1) Ust mediastinel lenf nodlari; karina iizerinde bulunan, iist paratrakeal,
pretrakeal, retrotrakeal, alt paratrakeal (azigos lenf nodlar) ve aortik penceredeki lenf

nodlar1

2) Alt mediastinel Lenf nodlar1; Subkarinal, paradzefageal ve pulmoner ligament

lenf nodlar1

Sag st lob lenfatikleri, trakeobronsial lenf nodlarina drene olur. Sol iist lob
lenfatikleri ise sadece ayni tarafa degil, ayrica karsi iist mediastene drene olur. Sag ve

sol alt lob lenfatikleri ise subkarinal bezlere ve buradan sag list mediastene ve dogrudan

alt mediastinel lenf nodlarina dokiiliir (Sekil 1) (1, 12).

2.2 AKCiGERLERIN HiSTOLOJiSi

Akcigerler trakeden itibaren brons, brongiol ve kan damarlar1 ile beraber esit

oranda yaklasik yirmi dort kez ikiye boliinerek ii¢ yiiz milyon alveolu olustururlar.

Asiniis, terminal bronsiolun distalinde kalan akciger iinitesine denir. Bronsiol
yapist , lenfi ve sinirleri ile fonksiyonel bir yap1 olusturur. Akcigerlerde yaklasik otuz

bin asinis vardir.

Solunum sistemi kanalikiiler bir yapiya sahip oldugundan, benzer sistemler gibi

genel olarak i¢te mukoza, altinda submukoza, dista ise adventisya-seroza ile sinirlidir.

Ust solunum yollarindan burun, agiz bosugu, dil, farenks yiizeyi ve epiglottisin
bir boliimiinde mukoza ¢ok katli nonkeratinize epitel ile ortiilii iken nazal kaviteler,
paranazal siniisler, nazofarenks, epiglottisin bir boliimii ve bronsiollere kadar devem
eden brons mukozasi tek katl ¢ok siral1 epitel ile ortiiliidiir.Bronsiol yiizeyleri tek kath

tek siralt epitel ile ortiilii iken alveol yiizeyleri tek katli yassi epitel ile doselidir.

Akcigerleri distal solunum bdlgelerinde baglangicta goriilen kiibik epitel ve klara
hiicreleri , yerlerini kiibik epitel ve yassi hiicrelere , daha proksimale dogru alveolar
kanallarda doseyici tip alveol tip I hiicrelerine doniisiirler. Mukoza altinda kolajen ve

elastik liflerden ibaret ince bir bazal membran alveolar kanallar boyunca devam eder.

Alveolar kanallar alveol keseleri ile atriumlara agilirlar. Keseleri gevreleyen
elastik ve retikiiler lifler karisik bir ag olusturur. Elastik lifler soluk almada genislemeyi,

soluk vermede pasif olarak biiziilmeyi saglarken retikiiler lifler kapiler ve alveol
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septumlarini asir1 genislemeye karst zarar gérmekten korur. Alveoller brons agacinin
son boliimiidiir, ve 151k mikroskobunda ar1 kovani seklinde goriiniirler. Alveoller hava,
kan damarlar1 arasinda 0, -CO, degisiminin gergeklestigi yerdir. Alveol septumunda

kapiller kan damarlari, fibroblastlar, elastik ve retikiiler lifler ile makrofajlar bulunur.

Akcigerlerde yaklasik {i¢ yiiz milyon alveol ve yaklasik yiiz kirk metre kare

yiizey alan1 vardir.

Intraalveolar septumda bes ¢esit hiicre bulunur. Bunlar alveol tip I (%8), alveol
tip I (%16), endotel hiicresi (%30), intertisyel hiicre (%36) ve makrofajlar (%10)

bulunur.

Fibroz siirecinde rol oynayan en onemli hiicreler fibroblastlardir. Kollajen,
elastik lif ve glikozaminoglukan sentezlerler. Intertisyumdaki parankimal kitlenin
yaklasik % 15’1 kollajendir. Bu tip I ve III kollajen orijinindedir. Tip I iletici hava
yollar1 ve plevrada , tip III ise alveolar retikiiler liflerde yogunlasmistir. Kollajenin
artmasi fibrozise yol acar. Kontraktil fibroblast hiicreleri alveol epitel bazal ylizeyine
baglanabilirken endotele baglanmazlar. Antiaktin ve antimiyozin antikorlar1 ile
reaksiyona giren bu hiicreler kasilarak alveol liimeninin yiizeyini azaltirlar. Epinefrin ve
histamin gibi ajanlarin akciger parankim dokusunu kontraksiyonu kontraktil

fibroblastlar yoluyla saglanabilir (Sekil 2 — 4 ) (13-15).



Tip | Hilcrelar

Abvenlar Makrofajlar

Tip | Hilcrelar m

Sekil 3 Alveol Hiicreleri
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Sekil 4 Terminal Bronsiol Histolojisi (15)
T-Terminal brongiol R-Respiratuvar Bronsiol E- Epitel Degisim Bolgesi D-Alveolar Duktus
S-Alveolar Kesecikler A-Alveoller

2.3 SICAN ANATOMISI VE GENEL BiLGILER

Sicanlar (Rattus Norvegius) laboratuvar hayvanlar arasinda en eski ve en ¢ok
kullanilan hayvan tiiridiir. Norveg sicani ilk defa 1800’lerde deney hayvani olarak

tiretilen ilk hayvan neslidir.

Koku alma ve isitme duyular1 ¢cok gelismis olmakla beraber gérme duyulari iyi
gelismemistir. Renkli gérme yoktur. Diurnal ritime sadiktirlar , genellikle geceleri
beslenme ve iireme, giindiizleri dinlenme seklindedir. Beslenme geceleri oldugundan,
sindirim sabahlar1 olur, bu donemde daha uysal olurlar, deneysel uygulamalari daha

rahat tolere ederler.

Erkek sicanlar, disilere gore daha saldirgandirlar. Ureme olgunluguna 8-12 hafta

icinde ulasirlar. Disilerde 4-6 giinden olusan devamli hormonal siklus dénemleri vardir.

Erkeklerde ortalama omiir yaklasik 1000 giin (2.7 yil), iken disilerde yaklagik
1300 giin ( 3.6 yil) ile sinirhidir (Tablo 1) (16, 17).

Ortalama Omiir 235y
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Agirlik 220 — 500 mgr
Rektal temp. 37-38C
Solunum Hizi 80 -120

Kalp atim1 320-480 atim/dak

Diastolik: 60 — 90 mmHg
Kan basinci
Sistolik: 75 -120 mmHg

Tidal Volim 1.6 ml

Tablo 1 Sican Genel Ozellikleri (17)

2.4 RADYOTERAPIYE BAGLI DOKU DEGIiSiKLIKLERi

Radyasyonun , canli dokuda olusturdugu etkilerin incelenmesinde, radyasyon
enerjisinin absorplanmasi ile hedef biyolojik etkinin ortaya c¢ikmasi arasinda ortaya

¢ikan olaylar zincirini ii¢ etki kademesine gruplamak miimkiindiir (18).
1) Fiziksel kademe:

Iyonlastirict radyasyonlar ile canli dokudaki atom ve molekiiller arasindaki 10 -
18 ile 10-12 saniye icerisinde olan ilk etkilesimlerdir. Bu kademede radyasyon enerjisi,
doku molekiillerine aktarilir ve bu olay radyasyonu absorplayan dokunun
molekiillerinde iyonlagma ve uyarilmalara yol acar. Bu olay DNA molekiiliinde ya da
hiicredeki diger molekiillerde hasara yol agar. DNA molekiilii ya da hiicredeki bagka bir
molekiildeki bu ilk hasara radyasyonun direkt etkisi denir. Diisiik lineer enerjili 1s1nlarin
kullanildig1 151n tedavilerinde, dokularda goriilen etkinin yaklasik iicte biri bu yolla
olur, fakat daha ytiksek lineer enerji tranferi yapabilen ndtron ya da alfa pargaciklarinda
, bu etki daha dominant olarak goriliir. Bir Gray (Gy) radyasyon absorplayan bir
hiicrede , bu yolla yaklagik 10° iyonlasma olayr meydana gelir (Sekil 5) (18, 19).

2) Kimyasal Kademe:
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Bu ilk reaksiyonlarda ortaya ¢ikan yeni {iriinler kararsizdirlar ve ¢ok kisa bir
stirede ikincil reaksiyonlarin olusmasina yol acgarlar. Bu reaksiyonlarin olustugu
kademeye kimyasal kademe denir. Bu kademede absorplanan enerji ile iyonlasan ve
kararsiz hale gelen molekiiller, hiicrenin baska molekiilleri ile zincirleme reaksiyonlara
girerler. Sonugta olusan yiiksek reaktif molekiillere serbest radikal denir. Serbest radikal
reaksiyonlart , radyasyon absorplanmasi sonrast 1 msaniye igersinde tamamlanirlar.
Dogrudan enerji transferi ile olmayan bu hasara radyasyonun indirekt hasart denir.
Konvansiyonel RT’de hedef dokuda olusan hasarin biliyiikk ¢ogunlugu bu indirekt
mekanizma ile olur (Sekil 5) (19).

™
i

DIRECT
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Sekil 5 Radyasyon Direkt - Indirekt Etkisi (18)

3) Biyolojik Kademe:
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Bu kademe radyasyonun, canlida ortaya ¢ikan biyolojik etkilerinin gozlendigi
donemdir. Hasarlara yol agan enzim reaksiyonlar1 ile baslar. DNA molekiillerinde
hasarlar olabilir. Bu hasarlarin bir kism1 onarilabilir bir kismi onarilamaz ve hiicre
Oliimiine yol acar. Eger kok hiicre populasyonunda meydana gelirse , 1sinlamadan
birka¢ hafta sonrasinda ortaya ¢ikan etkiler goriilebilir. Bagirsaklar ve kemik iligindeki
hasarlar, bu tiir ge¢ etkilere ornek olusturabilir. Bununla beraber radyasyon , kalici
DNA hasari ile genetik bozukluklar ve kanser olusumu gibi ge¢ biyolojik olaylara yol
acabilir (18, 19).

2.5 SERBEST RADIKALLER

Serbest radikaller iyonlarin veya uyarilmis molekiillerin pargalanmalari
sonucunda olusur. Dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle
elektriksel acgidan yiiksiiz atom veya molekiillerdir. Reaktiflerdir ve yaklasik 10 -5
saniye Omiirleri vardir. Eslesmemis elektronlarin bir bagka radikalin ayni durumdaki
elektronu ile eslesmek ya da elektron transferi ile kararli hale gelmek egilimleri vardir.
Bu kararsizliklarindan otiirli  diger molekiillerle hizlica reaksiyona girerler. Bu
reaksiyonlarda oksitleyici (elektron alic1) ya da rediikleyici (elektron verici) 6zellikler

gosterebilirler (18, 19).

Canlilar yaklasik % 70 -90 oraninda su igerdikleri i¢in su molekiillerinin
iyonlagmasi ve serbest oksijen radikallerinin (SOR) olusmasi daha siklikla goriliir.
SOR icinde en Onemlileri : Siiperoksit radikali (0,-), hidroperoksit radikali (HO,.),
hidrojen peroksit (H,O;) , hidroksil radikali (OH"), singlet oksijen (O,’)’dir. Diger
onemli serbest radikaller lipid hidroperiksit (ROOH"), lipid peroksit (ROQO"), nitrik oksit
(NO) ve nitrojen dioksit (NO,’) gibi serbest radikallerdir (19).
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Sekil 6 Serbest Radikaller ve etki mekanizmalari (20)

Siiperoksit Radikali (0;):

Molekiiler oksijene fazladan bir elektron baglanmasiyla onu rediikleyerek
siiperoksit serbest anyonu meydana getirir. Zayif bir oksidan olarak O, kendi basina
Oonemli bir hiicre hasar1 olusturmaz. Zayif bir oksidan fakat giiclii bir rediiktandir. O;",
oksijen toksisitesinde dnemli bir faktordiir ve Super Oksit Dismutaz (SOD) enzimi ile

Hidrojen Peroksite doniisttirtliir (18-21).
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Hidrojen Peroksit (H,0,):

Hiicreye dogrudan zarar vermez, fakat yiiksiiz oldugundan dolay1 tiim biyolojik
membranlardan diflizyonla kolaylikla gegebilir ve potansiyel bir radikal olusturucu
olarak hasarlanma yapabilir. SOD tarafindan olusturulan H,O, katalaz ve glutatyon

peroksidaz enzimleri ile inaktif H,O ve O,’ye doniistiiriiliir(19).

Hidroksil Radikali (OH):

En reaktif ve en toksik SOR olup her biyomolekiil ile reaksiyona girebilir ve
hasar olusturabilir. Lipid peroksidasyonunu baslatarak , DNA’da kirilma veya
hasarlanmalar yapabilir. Enzimlerin aktif merkezlerindeki Sulfidril (SH) ve benzeri
gruplarin  oksitlenmesi  reaksiyonlarma  girebilir.  Ayrica  polisakkaridlerin
depolarizasyonu gibi reaksiyonlarla tiyoller ve yag asitlerinden proton kopararak yeni

radikaller olusturabilir (19, 21).

2.6 RADYASYONUN AKCIiGER UZERINDE ETKIiLERIi

Akciger, yapisini olusturan 40 kadar farkli hiicre ¢esidinin, yariya yakininin
mitotik indeksi diisiik olmas1 sebebiyle hiicre bazinda relatif bir radyorezistansa sahiptir.
Bu relatif radyorezistansa ragmen, diisiik rejenerasyon kapasitesi ve kompleks yapisi

sebebiyle toraks duvart icerisindeki en radyoduyarli ve doz kisitlayici organdir (22).
Radyasyonun akciger lizerindeki etkileri baglica iki gruba ayirmak miimkiindiir.
1. Akut Etkiler :

Enflamatuvar hiicrelerin eslik ettigi ilk RT uygulanmasindan sonra 6 ay
icerisinde baslayan genellikle tedaviye yanit veren radyasyon pndmoniti donemi olup

bu donem kendi iginde gruplara ayrilabilir;

a. Latent Donem : RT sonrasi 3 — 4 hafta kadar siiren belirgin hiicre

hasariin olmadigi donem.

Eksudatif Donem: RT sonrasi 3 — 8 hafta sonrasi eksudatif proteinden zengin

salgilarin hava bosluklarin1 doldurmasi ve epitelyal ve endotelyel hasarin goriilmesi.
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Akut Pnénonit Dénemi: RT sonrasi 2 — 6 ay sonrasinda hava bosluklarinda ve
alveolar septada belirgin 6demin goriildiigi  ve mononiikleer ile enflamasyon
hiicrelerinin alveoller bosluklarda arttigi , epitelyal ve endotelyal deskuamasyonla

karakterize donem.

Kronik Faz: RT sonras1 6 — 12 ay sonrasinda alveolar hiicrelerde rekonstriiksiyel

proliferasyonlarin goriildiigii iyilesme donemi.
Geg Etkiler:

RT sonrasi 6 ay — yillar arasinda olusan hiicre tipi , sayisinda ve organ
yapisinda kayiplara neden olan yaygin kolajen salgilanmasi ve fonksiyon kayiplarina

neden olan fibroz ile karakterize etkilerdir (22, 23).

Farkli serilerde, RT sonrasinda semptomatik radyasyon pnomoniti goriilme
siklig1 % 6 - % 34 arasinda , klinikten bagimsiz olarak radyolojik degisiklikler goriilme
sikligi ise % 13 - % 100 arasinda bildirilmektedir. (9, 10, 24). Degerlendirme igin farkli
skalalarin bulunmasi ve merkezler arasindaki degerlendirme kriterlerinin farkli olmasi,
caligmalarin karsilastirilmasini zorlastirmaktadir. RT nin akut donemde olusturdugu
radyasyon pndnonitini klinik olarak degerlendirmek i¢in farkli skalalar tablo 2 de

belirtilmistir (24, 25).

1 2 3 4 5
CTCAE Semptom  yok, | Semptomlar Semptomlar giinliik hayat1 | Ventilator Oliim
radyolojik bulgu | giinlik  hayat: | engeller, O2  kullanimu | ihtiyaci var
var engellemez gerekli
RTOG/EORTC | Semptom yok, | Orta  Siddette | Agir Semptomlar Siirekli Oliim
hafif  siddette | Oksiiriik t Ventilatd
(LENT-SOMA) afi siddette | Oksiiriikk ve ates entilator
radyolojik bulgu | var ihtiyaci var
var
SWOG Steroid ihtiyact | Steroid ihtiyaci | O2 kullanim gerekli Ventilator Oliim
yok, radyolojik | var ihtiyaci var
bulgu var

Tablo 2 Radyasyon Pnomoniti Toksisite Skalalari(24)
RT’ye bagh gelisen akciger hasarinda hastanin yasi, komorbid hastaliklar, es
zamanli kemoradyoterapi, toplam radyasyon dozu, fraksiyon dozu, sayis1 ve 1simlanan

akciger hacmi 6nemli prognostik faktdrlerdir. Sigara kullanimi , bagka akciger hastaligi
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ve solunum fonksiyon bozuklugu, DNA tamir mekanizmasinda bozukluklar , hasar

riskini arttiran baska etkenlerdir (24, 26).

Radyasyon pndmonitinin gelisiminde etkili risk faktorleri arasinda en 6nemli
yeri dozimetrik parametreler tutmaktadir. Toplam doz , fraksiyon dozu, 151n alan akciger
hacmi ve tedavi alaninin yerlesimi toksisite gelisimini belirleyen Onemli risk
faktorleridir. RT nin dozu, fraksiyonasyon ve akciger tolerasyonu ile ilgili insan ve
hayvan c¢alismalar1 mevcuttur. Keane ve Fryer farelerde yaptiklari ¢alismalarinda tek
fraksiyonda tiim akciger i¢in doz-yanit egrileri olusturulmus ve tek fraksiyon i¢in yanit
sinir 7 Gy iken, TDS 8,2 Gy, TD50 9,3 Gy , TD90 11 Gy olarak bulunmustur. Mc
Donald’in fare ¢aligmalarinda TD5 9-12 Gy , TD50 10-15 Gy, TD90 12-18 Gy olarak
bulunmustur. Van Dyk’1n insanlarda tek fraksiyon genis alan akciger 1sinlamasi sonrasi

pnémonit gelisme riski benzer olarak bildirilmektedir (Sekil 7) (24, 27, 28).

8

8

%, Pnémonit Insidans:

!

+ f
o !-v"'"/ , : .
& 7 8 13 0 m 12

Akciger Dozu [ Gy )

Sekil 7 RT doz - Pnémonit insidans1 (28)

Pnémonitin en ¢ok kullanilan belirteci , 3d CRT ile daha iyi hesaplanan normal
akciger dokusunun aldig1 toplam doz ve DVH’lardir. Vg, V3o, Vi (20, 30, 40 Gy ve
tizeri kumulatif doz alan akciger voliimlerini belirtir.) Bir ¢ok ¢alismada ytiksek Vdoz ,
pndémonit riskini arttiran faktor olarak bulunmustur. Armstrong ¢aligmasinda grade >3
pnomonit riski ; V5 >%30 iken % 38 , V25< %30 iken sadece %4 olarak bulunmustur.
Graham ve ark. ¢alismasinda ise Vo < %22 iken risk % 0, V9 %22-%31 arasinda iken,

risk %7, Va %32-%40 arasinda iken risk %13 ve V,y >%40 i¢in , pndmonit riski %36
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olarak hesaplanmistir. Bu c¢alismadaki fatal pnomonitlerde V,y >%35’tir.  Yapilan

caligmalar , Vdoz ve komplikasyon riskleri asagida tablo 3’de belirtilmistir (24, 29).

Referans Grad Vdoz % Risk
Armstrong >3 V25>%30 38%
1995 V25<%30 4%
Graham >2 V20<%22 0%
1999 V20 %22-%31 7%
V20 %32-%40 13%
V20 >%40 36%
Hernando >1 V30 <%22 6%
2001 V30 %22-%31 24%
V30 %32-%40 18%
V30 >%40 29%
Claude 21 V10 >%33 53%
2004 V20 >%18 56%
V30 >%13 56%
V40 >%10 56%
V50 >%5 53%

Tablo 3 Vdoz ve Pnomonit riskleri(24)

Doz- fraksiyonasyon , DVH parametreleri ile beraber uygulanan kemoterapinin
tipi ve dozu da pnémonit riskinin artisinda rol oynar. Es zamanli uygulanan cisplatin,
taksan grubu ajanlar, mitomisin C, gemsitabin, irinotekan, RT sonrast pndmonit riskini

arttirdig1 gosterilmistir (24) .

2.7 RT°’YE BAGLI ETKILERIN PATOFiZYOLOJiSi
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Radyasyona bagl fibroz, radyasyon pnOmoniti ile beraber ya da ayr
mekanizmalar sonucunda , RT sonrast alveollerde ve intertisyumda yer alan
hasarlanmis , genetik ve molekiiler degisimler sonrasi aktive olmus hiicrelerden
salgilanan bir¢ok proenflamatuvar ve profibrotik sitokinlerin rol aldigi , normal akciger
yapisinin bozuldugu ve fonsiyoner yapi yerine kollajen depositlerin biriktigi organ islev

kayb1 ile giden aktif bir siirectir.

Latent Donem:

RT sonras1 1 aya yakin bir donem tipik enflamasyon goriilmedigi , belirtisiz
latent donem vardir.Bu donemde 151k mikroskopisinde belirgin degisim goriilmez .
Elektron mikroskopisinde ilk 3 saatten itibaren hiicre yapisinda fokal degisiklikler
goriilmeye baglanir. Plasma membranlarinda harabiyet ve periniiklear boslukta
genisleme ve invajinasyon , kapiller permeabilite artisina yol acgar. Alt1 saat sonrasinda
hiicre yapisinda belirgin degisimler olur. Biitiin hiicre tiplerinde mitokondrilerde ,
matriks dilatasyonu, krista harabiyeti ve myelin benzeri ipliksi yapilar olusur. Tip I ve
Tip II hiicrelerde otofajik vakuoller goriilmeye baslanir. Sitoplazmada olusan hipertrofi
ve vakuolizasyon sonrasinda kapiller damarlarda sisme ve yer yer obstriiksiyonlar

ortaya cikar. Bu degisimler bir hafta sonuna kadar devam eder (30).

Kapiller agdaki 6dem ve olusan obstriiksiyonlar, permeabilite artisina neden olur
ve 14. glinden itibaren belirginlesmeye baslayan luminal dilatasyon ve konjesyon,
intertisyel 6deme yol acar. Bu donemde bazal membranlarda belirgin degisiklik

goriilmez (30).

Tip II hiicrelerde olusan vakuolizasyon, mitokondrial sisme, internal
membranlarin kayb1 ve endoplasmik retikulum harabiyeti 3 - 4 . haftalara kadar devam

eder (30).

Eksudatif donem:

Kapiller permeabilite artis1 sonrasi kapiller sizma sonrasi hyalin membran
olusumu ve alveolar boslukta gollenen ,doza bagiml olarak artan ve alveolar lavajda

tespit edilen eksudatif yiiksek protein igeren sivi olusumunu iceren donemdir . Bu
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eksudatif sivi birikimi, > 15 Gy RT sonrasi ilk haftadan itibaren baslar, 4 haftada

zirveye ulasir. Doza bagimli olarak 6 haftadan sonra ¢oziilme egilimindedir (31).

Akut Radyasyon Pnomoniti:

Akut Radyasyon pndmonit donemi intertisyum ve alveolar bosluklarda , 6dem
ve inflamasyon ile karakterize , yogun olarak mononiiklear inflamasyon hiicrelerin ,
Ozellikle kopiiksti makrofajlarin, infiltrasyonunun goriildiigii donemdir. RT sonrasi ilk

alt1 ay icerinde goriiliir (22, 29) .

Bakteri, mantar veya parazitlerin neden oldugu pnomonilerin aksine RT

pnoémonitinde polimorfoniikleer 16kosit infiltrasyonu yoktur (32).

Tip II pnémositlerin, Rt sonrasi ilk haftadan itibaren akut etki ile vakuolizasyon
ve mitokondri degisiklikleri sonrasi ilk iki hafta boyunca nekroza ugrarlar ve sayilari
azalir. Birinci aydan itibaren ilk yanit sonras sayilarinda yavas bir artma gériiliir. Ikinci
aydan itibaren sayilarinda kompansatuvar artig goriiliir. Surfaktan kaynagi ve de RT

sonrasi azalan Tip I hiicreler i¢in ana hiicre populasyonu olustururlar (33).
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Kilcal Damarlar

Tip I Hiicreler

Tip II Hiicreler

Bazal Membran

Intertisyel Bosluk

Alveolar Bosluk

0-2 ay 2-9 ay
2 saat: Yaygin kollajen, fibrin,
Artmig Gegirgenlik, ve trombosit

obstriiksiyonlari,

2 Gin:Hiere Azalmig Gegirgenlik,
dokiilmesi, Liimen
Tikaniklig1,
Dejeneratif Sayilarda belirgin
degisiklikler, sayica azalma,

azalma,

Dejeneratif

degisiklikler,

Sisme, diizensizlik

Odem, inflamasyon

hiicre infiltrasyonu,

Bag dokuda hafif artis,

Kanama,

Fibrin ve hiicre debrisi,

Alveolar makrofajlarda

artis,

Hiicrelerde biiyiime,

sayica artma,

Kalinlagma, biiziilme

Mononiiklear ,
inflamasyon hiicre

infiltrasyonu,

Bag dokuda belirgin
artis,

Kiigiilme,

Yapida bozulma

Tablo 4 RT sonrasi degisiklikler (33)
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>9 ay

Kilcal d. Kaybi
Damar rejenerasyonu,

Azalmig Gegirgenlik,

Normal boyut, say1

Kalinlagma, biiziilme

Inflamasyonda azalma,

Kollajende belirgin

artis

Yapida bozulma

Alveolar Makrofajlar RT sonrasi inflamasyon siirecinde Tip II hiicrelerin

diferansiyasyonu ve proliferasyonu ve fibroblastlarin proliferasyonu ve artmis protein

sentezlerinde moderator olarak rol alirlar. Baslica TGF B, IL-6, TNF a, PDGF gibi

sitokinler salgilayarak inflamasyonun slirmesinde ve de fibroblast aktivasyonunda rol

oynarlar. RT sonrasi ilk iki — ii¢ haftada alveollerde sayilar1 azalirken sonraki aylarda
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sayilari artar. RT sonrasi fagositik aktivitelerinde belirgin degisim goriilmemistir (22,

32).

RT sonrasi Geg Etkiler , Fibroz

Kronik akciger hasarindan kaynaklanan ve akciger fonksiyon kaybi ile
karakterize klinik bir hastalik tablosudur. Fibrotik degisiklikler RT’den sonraki 6 — 24
ay icerisinde gelisir ve genellikle ikinci yildan sonra yogunlugunda degisim goriilmez.
Fibrozis , kronik enflamasyon ve kronik hasarin sonrasinda olusan viicudun iyilesme
reaksiyonudur. RT sonrasi doza bagimli olarak akciger pnOomonitinden sonra
gelisebildigi gibi, pndmonit olugsmadan da gozlenebilir. Bu sebepten 6tiirti fibrozun ayri
bir mekanizmasi olabilecegi ve pndmonit ile Ortiisen yolaklara sahip olmakla beraber,
tamamen farklt hiicre aktivasyonlarim1  ve sitokin yolaklarina sahip olabilecegi

diistintilmektedir (24, 32).

Tam olarak bilinmeyen bir¢ok hiicrenin ve sitokinlerin rol aldig1 karisik bir doku
reaksiyonu olan fibrozisin karakteristik 6zelligi hiicre populasyonlarinda azalma , hiicre
Oltimleri ve ekstraselliiler matriks proteinlerinin birikimidir. Genellikle tip I ve tip III

kolajen seklindedir (34).

Radyasyon hasar1 sonrasi aktive olan alveolar makrofajlar; PDGF, TGF a , TGF
B, IL-6, fibronektin gibi biiyiime faktorleri ve sitokin salgilarlar. Sitokinler,
fibroblastlarin kemotaksisinde, diferansiasyonunda ve proliferasyonda rol oynarlar.
Alveolar intertisyumda biriken aktive fibroblastlar otokrin , parakrin biliyltime faktorleri
ve sitokin salgilayarak , bu siirecin aktif olarak devaminda rol oynarlar (Sekil 8) (27,

35).
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Sekil 8 Fibroziste Rol Oynayan hiicreler (35)

Intertisyumda iki cesit fibroblast mevcuttur , aktivasyon sonrasi ekstraselliiler
matrikse kollajen sentezleyen fibroblastlar ve de alveolar duvarda yer alan kasilma

kabiliyeti bulunan myofibroblastlar (27, 35).

Intertisyel bosluk ve alveolar bosluklarda fibroblast ve myofibroblast
infiltrasyonu  ve sonrasinda kollajen birikimi alveolar septumda kalinlasmaya ve
difiizyon kapasitesinde diismeye yol acar. Gaz degisim kapasitesinde diisme sonrasinda
fonksiyon kaybi1 sonrasinda “radyasyon pnomopatisi” ve solunum yetmezligi ortaya

cikar (27).

Striter ve ark.’a gore akciger dokusunda bulunan fibroblastlarin yaninda , kemik
iligi tiirevli mezenkimal progenitor bir hiicre olan fibrositler (Fibroblastlardan -fibro ,
l6kositlerden —sit alarak ) de , RT’ye sekonder fibroziste rol oynayabilir. Normalde
kan dolasiminda bulunan , 16kosit reseptorlerine benzer reseptorleri bulunan bu
hiicreler, RT hasar1 sonrasi , hasarli lokalizasyona ekstravaze olup burada fibroblastlara
ve myofibroblastlara doniismekte ve salgiladiklar1 prokollajen ve kollajen ile fibrozise
katkida bulunurlar. Normalde Cd 34, MHC II ve Cd 45 reseptorleri bulunan bu hiicreler
ortamda IL-4 , IL-13 ve 6zellikle TGF f varliginda alfa-SMA pozitif myofibroblastlara
dontsiirler (36).
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RT hasar1 sonrasi ortamda bulunan cesitli sitokinler (6zellikle TGF B) ve
biiylime faktorleri (6zellikle PDGF) sonrasi aktive olan PI3K-Akt-mTOR yolagi, zaten
hipoksik olan ortamda HIF-1a aktivasyonuna yol agar. Aktif HIF-1 a, CXCR4 niikleer
transkripsiyonunu arttirir, ve ylizeyde artan CXCR4 ekspresyonuna yol agar. Artan
CXCR4 ekspresyonu, fibrosit migrasyonunu ve sonucta akciger fibrozunu arttirir (Sekil

9) (36, 37).

Biviime Faktérlen { IGF EGE, PIEE)

1 —
Biiyiime Faktorii Reseptori ( TER) \ Akeiger Fibroblast |
| ——p S oxaiy
PI-Kinaz RS
1
AKT |
mTt J]'!{'; Fibroan Aherasvon’ Diteransivasyonuneda ot
[l - &
HIF-1a& o A |

-

[, of v '
Lo ARG HIF- 1o =3 CXCR Eksp. Artis

Sekil 9 mTOR yolagi ve Rapamisin (36)

Ortama eklenen Sirolimus (Rapamisin), PDGF , EGF ve IGF-I sonrasi aktive
olan mTOR (Mammalian Target Of Rapamycin) yolagini inhibe ederek, aktif HIF
olusmasini engeller. Fibrositlerdeki CXCR4 mRNA ekspresyonunu azaltarak Fibrosit
/Fibroblast/  Myofibroblast aktivasyon ve migrasyonlarin1 azaltir. Ayrica yapilan
caligmalarda CXCLI12 transkripsiyonel regiilasyonunun gene aktive olmus HIF a
tizerinden oldugu ve ortama eklenen rapamisinin akciger dokusundaki CXCL 12

seviyelerini %50 azaltig1 gosterimistir (36, 38) (Sekil 9).

2.8 RT’YE BAGLI FiBROZIiSiN MOLEKULER MEKANiIZMASI

Sitokinler ve Interlokinler

Fibroblast Biiyiime Faktorleri (FGF)

FGF endotelial ve epitealial hiicrelerde DNA sentezini arttirir. Protein kinaz C

reseptorleri lizerinden, radyasyon hasari sonrasi hiicrelerde olusan apoptozu engeller.
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FGF-7 /KGF (keratinisit Biliylime Faktoru) , mezenkimal hiicreler tarafindan
salgilanir, ve tip II hiicrelerin proliferasyonu ve diferansiasyonda rol alir.
Glukokortikoidler KGF iiretimini engellerler, radyasyon pndmonit i¢in verilen kortizon

tiirevi ilaglar fibrozun olusumuna katkida bulunabilirler. TGF B tarafindan inhibe edilir

(27, 39).
TNF alfa

Makrofajlar tarafindan salgilanir. Fibroblast proliferasyonu, ekstraselliiler
matriks salgilanmasi, ve IL-1 ve IL-6 gibi diger proinflamatuvar sitokinlerin
salgilanmasinda rol oynar. RT sonrasi kanda artmis olan konsatrasyonu dordiincii aydan
itibaren normale doner. TNF alfa rekombinant antikor ile tedavi edilen farelerde RT’ ye

bagimli fibrozisin azaldig1 gosterilmistir (40).
Hipoksi ve VEGF

Akcigerlere uygulanan Rt sonrasi 4. haftada belirgin olarak tespit edilen hipoksi,
6. aydan itibaren maksimal seviyesine ulasir. Hipoksi kendisi bile ROS olusumuna
katkida bulunabilir, TGF B upregulasyonu yaparak fibrozisi arttirabilir. Hipoksi
HIFlalfa degredasyonunu yavaglatip, VEGF, eritropoetin, LDH 5 gibi birgok gen

aktivasyonlari ile glikoliz, anjiogenez veya apoptoz yolaklarini aktive edebilir (41).

Hipoksiden bagimsiz olarak VEGF upregulasyonu, TGF B sitimulasyonu ile
Smad 3 aktivasyonu ile olusabilir. Crohn hastalarinda , artmis TGF B seviyelerinin

VEGF aktivasyonuna , ve otokrin uyart ile fibrozisi arttirdigi gosterilmistir (42).
Hepatosit Biiylime Faktorii (HGF)

C-met geni ile aktive olan , epitel hiicrelerinden, fibroblastlardan, ve alveolar
makrofajlardan salgilanan anjiogenik 6zellikleri bulunan ve primer gorevi hasar sonrasi
tamir mekanizmasinda rol almak olan bir biliylime faktoriidiir. Devamli ekzojen
inflizyonunun farelerde , bleomisin sonrasi akciger hasarini azaltigi gosterilmistir.
Ayrica idiopatik akciger fibrozunda, artmis TGF B sonrasi , HGF bagimh tamir

mekanizmasinin baskilandigi gosterilmistir (43, 44).
Platelet Derive Bliyiime Faktorii (PDGF)

RT sonrasi , akciger endotel hiicrelerinde artti1 gosterilmistir. Fibrozis sirasinda
Fibroblast/myofibroblast migrasyon ve proliferasyonunu arttiran bir faktérdiir. Bu

stimulasyon Mtor yolagi tizerinden olup rapamisin ile inhibe edilebilir (45).
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Interlokinler (IL)

TNF alfa ve IL-1 ilk artan sitokinlerdir ve akciger vaskuler adhezyon

molekiillerinin upregulasyonda ve fibroblast diferansiasyonda rol alirlar.

IL-8 Iokositler i¢in kuvvetli bir kemotaktik ajandir, anjiogenetik ozellikleri

mevcuttur.

IL-4 , IL-10, IL-13 anti inflamatuvar sitokinlerdir, TNF alfa supresyonu

yaparlar.

IL-6 , aktive makrofajlar, akciger fibroblastlar1 ve tip II pnomositler tarafindan
salgilanir ve inflamasyon yogunlugunu gosteren en 6nemli sitokindir. Yiiksek IL-6

degerleri RT sonrasi akciger pndmonitinde en 6nemli belirtecdir.

IL-10, T helper tip 2 hiicrelerden salimir. Ana gorevi enflamasyonun
downregiilasyonudur. Rt sonrasi doza bagimli olarak ortamdaki miktar1 artar. IL-10
RT’ye sekonder 16kosit migrasyonunu azaltir. RT sonrasi canlidaki immunosupresif

etkiden sorumlu oldugu diigtiniilmektedir (27, 46, 47).

Transforming Growth Faktor Beta (TGF Beta)

RT sonrasi akciger hasarinda , akciger fibroblastlari aktive myofibroblastlara
fenotipik modulasyonunda , kolajen protein sentezinin stimule edilmesinde,
proinflamatuvar sitokinlaerin salgilanmasinda ve IL-10 ve HGF gibi anti inflamatuvar

sitokinlerin baskilanmasinda en 6nemli , ana sitokindir.

RT sonrasi olusan reaktif oksijen radikalleri latent durumdaki TGFB1°1 aktive
eder. Proinflamatuvar bir sitokin olan TGFB1 makrofajlar1 aktive ederek sitokin
zincirleme reaksiyonlarinin  baglamasina yol agar. TGFB1 transmembrandz
serin/tireonin kinase reseptorleri TGF B1 tip II reseptoriine baglanarak ,aktive eder.
Aktive olmus Tip II reseptor ile tip I reseptor heteromerik kompleks olustururlar. Bu
sebeple digardan verilecek TGF B1 Tip II reseptorleri , ortamdaki TGFB1 ‘i baglayarak
uyarilmay1 engelleyebilirler (35).

TGF transmembrane aktivasyonu sonrast , TGF B RT’ye sekonder fibrozis

olusumu ile ilgili iki ana yolag1 uyarabilir.
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1) PI3K-Akt-mTOR-S6kl1 ve 4e-BP1:

IGF, PDGF gibi bir¢ok biiyiime faktorii , yada TGF f gibi sitokinler , mTOR
yolunda, oncelikle fosfatidilinisitol 3 kinaz PI3K aktivasyonu goriiliir. Akt
fosforilasyonu ardindan , G proteinli RHEB aktivasyonu ardindan mTor
aktivasyonu goriliir. Bu yolun 6énemi mTOR ardindan olusan S6kinazl ve
Okaryotik inisiasyon faktorii 4E baglanma protein (4E-BP1) aktivasyonu ile
hiicre i¢inde translasyonel baglama komplksi olugmasi ve hiicre i¢inde protein
sentezinin artmasidir. RT sonrast hasarda ise bu yolun aktivasyonu ile
ekstraselliiler matriks protein ,kolajen sentezi artar, ve fibrozis indiiklenir.
Birgok kanser tipinde bu yolun upregiilasyonu ile protein sentezi artar, hiicre
boliinmesi indiiklenir ve apoptoz azalir, ayrica migrasyon, adhezyon ve

invazyon kabiliyetleri artar(48).
2) Smad 2,3 +Smad 4 — Smad Kompleks

Bu yolda, aktive olan Tip II — I kompleksi , Smad 2’i ardindan Smad 3’1
aktive eder. Smad 4 eklenmesi ile olusan kompleks , niikleus i¢ine transloke
olup ilgili genleri aktive ya da deaktive eder. TGF 3 sonrasi akcigerde bulunan
fibroblastlarin epitelial fenotipten , uzun ,aktif myofibroblastlara doniismesi ve
TGF ve diger proinflamatuvar sitokinlerin upregiilasyonu bu mekanizma ile
olur. Ayrica benzer sekilde basit epitelial hiicrelerin , mezenkimal degisim
gostererek metastaz ve invazyon kabiliyetine sahip farkli fenotipte kanser
hiicrelerine doniismesinin (EMT- Endothelial Mesencymal Transition)) bu

mekanizma ile oldugu diistintilmektedir (Sekil 10)(48).
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Sekil 10 TGF Translasyonel - Transkripsiyonel Regiilasyonu (48)

1997 yilinda, Vujaskovic ve ark. siganlarda sag hemitoraks tek fraksiyonda 18
Gy 1sinlamasi sonrasinda plazma TGF B diizeylerini Olgtiiler. Sag hemitoraks RT
sonrasi, ilk onsekiz hafta belirgin bir artis olmaz iken , deney hayvanlarinin akciger
hasarii gosteren nefes frekansi Slgiimlerindeki belirgin artis ile orantili bir sekilde on
sekizinci haftadan sonra plazma TGF f diizeylerinde artig saptanmistir. Akciger
fonksiyon kaybi ile ayni1 zamanda plazma TGF f diizeylerindeki bu artig plazmadaki
TGF B’in RT sonrasi akciger hasar1 patogenezinde major bir rol iistlendigi hipotezini
ortaya ¢ikarmistir. {1k haftalarda artisin olmamasi ise lokal TGF B nin artmis olmasina
ragmen dokudan plazmaya sizmasinin az olmasi sebebiyle plazma diizeylerinde artisin

saptanamayabilecegi seklinde agiklanabilir (49).

TGF B ile RT’ye bagli Pnomonit arasindaki ile iliski Anscher ve ark.
calismasinda da gosterilmistir. Akciger kanser tanili hastalarin TGF B diizeyleri ile
hastalarin klinigi karsilastirilmis ve TGF B diizeylerindeki artis ile pndmonit riski

iliskili bulunmustur (Sekil 11)(50).
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Sekil 11 TGF p1 Orani ve Pnomonit Bulgulari(50)

Plazma diizeylerinde RT sonrasi ilk haftalarda artis olmamasina ragmen , cilde
verilen RT sonrasi altinci saatten itibaren 16 Gy ve daha yiiksek dozlarda ,TGFp
mRNA’sinda artig saptanmistir. RT sonrasi fibrozisin biitiin fazlarinda TGF B mRNA
ekspresyonunda belirgin artis goriiliir.ilk ayda eritem déneminde normalin oniki kati
kadar belirgin bir artig goriiliirken , nekrozun saptandigr donemde dort ve de fibrozisin

yerlestigi on ikinci ayda bile normalin yaklasik 9 kat1 kadar artis saptanmaktadir (34).

Sadece akciger ve cilt ile sinirli olmayip RT ile degisik organlarin fibrozisi

lizerine literatiirde birgok ¢alisma mevcuttur (34).

Riibe ve ark. caligmasinda farelere tiim toraks lojuna , tek fraksiyonda 6 Gy ve
12 Gy RT verilmis ve TGF B ekspresyonuna PCR ile ardindan deney hayvanlari
sakrifiye edilerek preparatlarda immiin histopatolojik TGF B boyasi yapilmistir. PCR
ile saptanan TGF B ekspresyonunda verilen dozda artis ile orantili sekilde belirgin artis
saptanmistir. 6 Gy verilen farelerde artig goriilmez iken 12 Gy verilen hayvanlarda

birinci haftadan itibaren belirgin artig goriillmektedir (51).

TGF B immiinohistokimyasal boyamada birinci saatte yapilan boyamada,
dokuda belirgin tutulum goriilmemektedir. Nadir tip II hiicrelerde ve alveolar

makrofajlarda minimal boyanma saptanmustir (51).

RT sonrasi dordiincii haftada inflamasyon hiicreleri yogun kemotaksisi ile TGF

B ile boyanan fibroblast ve alveolar makrofaj sayisinda belirgin artis goriilmektedir (51).
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RT sonras1 PCR ile TGF B mRNA ekspresyonundaki azalmaya benzer sekilde
TGF B boyanmasinda minimal azalma goriilmektedir. Bronsial epitelde boyanma daha

belirgin olarak saptanmaktadir (51).

RT sonras1t 24. haftada doku yapisinda bozulma ve hiicre say1 ve g¢esidinde
azalma ile beraber RT alaninda yogun miktarda TGF [ pozitif fibroblastlar
goriilmektedir. 8. haftaya kontrast bir sekilde peribronsial ve perivaskiiler boyanmada

hiicre kaybina sekonder boyanmada azalma saptanmistir (51).

Anscher ve ark. tiim toraks lojuna , 40 Gy fraksiyone RT uygulananlar ile Sham
RT uygulananlart ve RT beraberinde diisiik ve yiiksek doz TGF B antagonisti (1D11)
verilen , siganlar1 26. hafta sonrasinda TGFP immiin histokimyasal boyayarak , RT

sonras1 degisimleri gostermislerdir.

26 hafta sonrasinda RT uygulanan hayvanlarda , RT uygulanmayanlara gore
belirgin TGF  boyanma artis1 olup , belirgin fibroz alanlari ile beraber yogun TGF f

tutan alveolar makrofajlar ve fibroblastlar saptanmastir.

Diisiik doz TGF B antagonistinde , RT uygulananlara gore fark goriilmez iken,
yiiksek doz antagonist alanlarda RT sonrasi fibrozda, TGF B boyanan makrofajlar ve
fibroblastlarda belirgin sekilde azalma goriilmektedir. TGF 8 ‘nin fibrozis siirecinde ana
mediator oldugu ve TGF  iizerine yapilan tedavi stratejilerinin fibrozisi dnlemede veya

azaltmakta faydali olabilecegi gosterilmistir (52).

2.9 ANTIOKSIDAN AJANLAR

2.9.1 Superoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz

Iyonizan 1smlar , hiicredeki bircok molekiille 6zellikle hiicrelerde en ¢ok
bulunan su ile reaksiyona girerek reaktif hidroksil radikalleri olustururlar. Membran,
protein ve Ozellikle DNA harabiyeti yaparak hiicresel disfonksiyonlara,

transformasyonlara veya hiicre 6liimiine yol acarlar(53).

SOD ve katalaz , RT sonrasi olusan siiperoksid radikallerinin degredasyonu ve
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in canlilarda bilinen en 6nemli savunma sistemidir. Bu

enzimatik sistem ilk olarak 1967 yilinda Irwin Frodovich ve Joe McCord tarafindan
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tanimlanmistir. Bakir-Cinko (Cu-Zn) , Mangan (Mn), Demir (Fe), ve Nikel (Ni) gibi
kofaktorleri oldugu bilinen SOD, kofaktorlerine gore gruplara ayrilir (54).

Okaryotik hiicrelerde, genellikle Cu-Zn SOD sitozolde bulunur.

Demir ve mangan kofaktoérli SOD’lar ise prokaryotlarda ve spesifik olarak
mitokondrilerde bulunurlar.E coli ve birgok bakteride ve bitkilerin plazmidlerinde ve

kloroplastlarda demir kofaktorlii Fe-SOD bulunur.
Mn-SOD ise mitokondri, peroksizomlarda ve bir¢ok bakteride bulunurlar.

Ni-SOD prokaryotik hiicrelerde bulunur. Histidin, sistein, glisin ve tirozin gibi

aminoasitlerden olusur (54).

Memelilerde ve bircok omurgalilarda SOD’un tii¢ formu bulunur.Bunlar
sitoplazmada bulunan ve Cu-Zn kofaktorlii SOD1, mitokondride bulunan ve mangan

kofaktorlii SOD2, eksraselliiler boslukta bulunan ve Cu-Zn kofaktorlic SOD 3’tiir(55).

Etki mekanizmas1 superoksit radikalleri ile tepkimeye girerek onlar1 daha az

reaktif olan hidrojen peroksite doniistiirerek serbest radikal toksisitesini dnlemektir.

Superoksit anyon radikali (O, ) , SOD ile dismutasyon raksiyonu ile O2 ve
Hidrojen peroksite ok hizli bir tepkime hizi ile doniisiir ( ~10° M 's™). Bu reaksiyon
hizt bir enzim i¢in bilinen en yiliksek reaksiyon hizidir. Bu sebepten dolay1r bu
tepkimenin hizi enzim , subtrat yogunlugundan ¢ok difiizyon ile sinirlidir (Sekil 16).
SOD vyiiksek miktarlarda ayrica sitrik asit dongiisiindeki bir demir-sulfur iceren bir
hidrolaz enzimi olan akonitazi da inaktive edebilir ve enerji metabolizmasini
yavaglatabilir (55).

Katalaz 2 H0+ 02

20;

* SOD_~ 2 H,0;

+4H+

GSH

Peroksidaz
4 Ha0

Sekil 12 SOD- Katalaz Dismutasyon Reaksiyonu

Katalaz ise bu reaksiyonda SOD’dan sonra gorev alir, ve SOD dismutazyonu

sonras1 ortaya c¢ikan ve superoksit radikallerinden daha az reaktif ve toksik olan
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hidrojen peroksit ile tepkimeye girer. Reaksiyon sonrasinda su ve oksijen ortaya ¢ikar

(Sekil 12) (56).

Hidrojen peroksit , enzimin aktif yiiziindeki asparajine ve histidine baglanir.
Oksijen atomlar1 arasinda proton transferi sonrasinda , demir (Fe) oksidasyonu

sonrasinda su ve oksijen aciga cikar.

Katalaz benzer reaksiyonla hidrojen peroksit disinda formaldehit, formik asit,
alkol ve fenol tiirevlerini oksitleyerek detoksifikasyon reaksiyonlarina katkida
bulunabilir. Siyaniir , katalaz enziminin kompetitif inhibitoru olup katalazdaki heme

grubu baglayarak enzim reaksiyonlarini durdurabilir.

Katalaz genelikle hiicre icinde peroksizomlarda bulunur. Bakterilerde ise
antimikrobial etkisi olan hidrojenpreoksitin etkilerinden korunmak i¢in kullanilabilirler.
M. Tiberkulosis, L. Pneumophila ve C.Jejuni gibi bakterilerde savunma mekanizmasi

olarak bulunabilirler (56).

Katalaz enzim eksikliginde Tip II diyabete yatkinlik, bagisiklik sisteminde
yetersizlik sendromlar1 ve DNA tamir mekanizmalarinda yetersizlikler goriilebilir.
Ayrica insan saglarinin beyazlagsmasinda katalaz eksikliginin sonucunda biriken

hidrojen peroksitin rol oynayabilecegini savunan ¢alismalar mevcuttur (57, 58).

RT’ye sekonder fibrozis iizerinde ¢alismalar ise S. Delanian ile 1994 yilinda
baglar. Bu calismada RT sonrasi fibrozisi olan hastalarda alti haftalik Cu-Zn SOD
tedavisi ile cilt fibrozisinde azalma saptanmis , ve sonrasinda o zamana kadar geri

doniisiimsiiz olan fibrozis ve SOD mekanizmalar {izerine ¢aligmalar hiz kazanmistir

(59, 60).

Klinik ¢alismalarda SOD ve benzeri etki gdsteren SOD mimetiklerin RT’ye
sekonder akciger hasari lizerinde etkinligi gosterilmistir. Rabbani ve ark. SOD-mimetik
aeol 10150 ile yaptiklar1 caligmalarda sican sag hemitoraksa verilen 28 Gy tek
fraksiyonda RT sonrasi verilen SOD mimetik ajanin etkinligi bir¢ok parametrede
degerlendirilmistir. Solunum frekans, RT sonrasi akciger hasarini gosteren en 6nemli
parametrelerden biridir. RT sonrast fonksiyon kaybi olan deney hayvanlarinda ,
fonksiyon kaybinin tolerasyonu i¢in diger akciger kisimlar1 kompensatuvar daha fazla
caligmakta ve azalan O2 saturasyonu takipne ile kompanse edilmeye c¢alisilmaktadir. RT
hasari ile orantili bir sekilde solunum sayisi / dak artmaktadir. Bu ¢aligmada RT sonrast,

sadece RT alan siganlarda solunum sayis1 sekizinci haftadan itibaren belirgin artarken ,
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SOD mimetik alanlarda doza bagimli olarak SOD mimetik koruyucu etkisiyle solunum

sayist artist daha az olarak goriilmiistiir (59).

RT sonrasinda deney gruplarinin takibinde SOD mimetik alanlarin kilo alimlar1
yaglarina oranla normal seyrederken , SOD mimetik almayan grupta RT sonrasi
oksidatif stress ve akciger hasarina sekonder, yaslarina oranda daha diisiik kiloda

kalmislardir ( Sekil 13) (59).
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Sekil 13 RT sonrasi gruplarda kilo alimi (59)

RT sonrasi 20 haftada sakrifiye edilen sicanlarda , sag akciger lojuna tek
fraksiyonda 28 Gy RT alan siganlarda , patoloji preparatlarinda belirgin fibrozis , hiicre
kaybi1 ve akciger hasart goriiliirken , RT + SOD mimetik alanlarda RT’ye bagimli hasar
belirgin bir sekilde daha az goriilmektedir. Ayrica dokudaki kollajen depositlerini
gosteren Masson’s Trichrome boyasi sadece RT alan grupta yaygin kolajen depositleri

gosterirken, RT+SOD Mimetik grubunda daha az kolajen tespit edilmistir (59).

1987 yilinda Beckman ve ark. Kendisi de ayrica bir antioksidan ajan olan
polietilen glikol (PEG) ile SOD’u kovalent bag ile baglayarak damarlarda dolasan
ekzojen enzimin renal kleransini azalttilar. Bunun sonucunda Cu/Zn SOD enziminin

yar1 dmriinii ortalama 6 dakikadan 40 saate kadar uzatilabildi (53).

Machtay ve ark. siganlarda 13.5 Gy tek doz toraks RT sonrasinda PEG-SOD ve
PEG-Katalaz kombinasyonunun fibroz Onleyici etkisini denediler. RT oOncesi bir kez
100 pgr PEG-SOD ve 100 pgr PEG-Katalaz’1 intraperitoneal yoldan uyguladilar. BAL

notrofillerinde , BAL proteinlerinde Akciger pnomoniti acisindan istatistiksel olarak
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anlamli bir etki saptanamamasina karsin dordiincii ayda histopatolojik olarak akciger
fibrozunda belirgin bir azalma saptandi. PEG-SOD ve PEG-Katalaz kombinasyonu ,
enzimin yart dmriinii uzatarak tek uygulamada bile RT’ye bagl fibrozu 6nlemede etkin

oldugu gosterildi (61).

2.9.2 N Asetil Sistein (NAC)

N Asetil Sistein (NAC) ilk olarak 1960’larda iiretilen , mukolitik ajan olarak ya
da parasetamol zehirlenmesinde kullanilan bir ilagtir. Asetil grubuna bagh bir nitrojen
ve bunlara bagli bir sistein bilesigidir. Mukolitik ajan olarak mukustaki disulfit baglarini
kirarak , mukusu sivilagtirir ve kolay atilimini saglar. Kistik fibroz, KOAH, Pnomoni,

amfizem, bronsit ve bronsiektazi hastalarinda bu sebeple kullanilir (62).

Intravendz formu parasetamol zehirlenmesinde kullanilir. Parasetamolun bir
metaboliti olan N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI) birikmesi sonrasinda

karacigerde azalan glutatyon seviyelerini arttirmakta kullanilir (63).

Kontrast madde sonrasi nefropatiyi azaltmakta oral NAC kullaniminin etkinligi
gosterilmistir. Tepel ve ark. uygulama oncesi verilen oral NAC’inin % 90’lara varan

oranlarda nefropatiyi azaltigin1 gosterdiler (64).

Literatiirde diabetes mellitus, obsessive-kompiilsif hastalik, isitme kaybi,
KOAH, polikistik over hastaligi, AIDS, trikotilomani gibi bir ¢ok hastalik ile ilgili NAC

calismalar1 mevcuttur (63).

Idiopatik akciger fibrozu (IPF) uyarilmis polimorfoniiklear hiicreler ve alveolar
makrofajlarin rol aldigi , uzun donemde akciger fonksiyon kayiplart ile seyreden bir
hastaliktir. Onceki literatiirlerde gosterildigi iizere IPF’nda goriilen belirgin &zellik,
akciger epitelial sivisindaki major anti oksidan olan Glutatyon (GSH) ‘un azalmasidir.
Glutatyon yapisindaki sistein ile H202, O2- gibi oksijen radikalleri i¢in anti-oksidan
ozellik gostermekle beraber vucuttaki onemli anti oksidan enzimlerden glutatyon
peroksidazin da prekiirsoriidiir. NAC ise yapisindaki sistein glutatyon olugumunu
artirarak IPF hastalarinda , hastalik kontrolunde fibrozun 6nlenmesinde 6nemli katki

saglamaktadir (65, 66).

Neal ve ark. farelerde tek fraksiyonda verilen 18 Gy tiim viicut RT’si sonrasinda

verilen intraperitoneal NAC’1n etkinligini degerlendirmislerdir. RT sonras1 tiim vucutta
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fakat belirgin olarak akcigerlerde glutatyon seviyelerinde diisme saptanmistir.
Intraperitoneal verilen NAC , sadece Glutatyon seviyelerini arttirmakla kalmayp |,
akcigerde RT sonrasi artan ve akciger hasart ile ilgili belirteclerden olan malondialdehit

(MDA) seviyelerini de anlamli derecede diigiirmiistiir(62).

Nagata ve ark. hiperoksik akciger hasarinda , Hagiwara ve ark. ise Bleomisin
sonrast olusturulan akciger hasarinda , IV ya da aerosol halinde verilen NAC’inin
diismiis Glutatyon seviyelerini arttirarak inflamasyon ve de akciger fibrozunun
azaltilmasinda etkinligini gostermislerdir. Her iki ¢calismada da eksojen NAC, akciger

hiicrelerinde Mn SOD ekspresyonunu ayrica arttirmistir (67, 68) .

2.9.3 Rapamisin (Sirolimus)

Rapamisin diger bir adiyla Sirolimus, organ transplantasyonlarinda , 6zellikle
bobrek transplantasyonlarinda organ reddi veya fibrozunu engellemek i¢in kullanilan
makrolid grubu bir ilagtir. Streptomices Hygroscopius bakterisinden bir antifungal ajan

olarak iiretilmistir. Ismi bakterinin ilk izole edildigi ada olan Rapa Nui’den gelmektedir.

[k olarak antifungal etkilerinden dolayi iiretilen ajan, potent immiinosiipresif ve
antiproliferatif 0Ozellikleri saptanmasi iizerine basta kanser ve organ transplantasyonu

olmak tizere bir¢ok alanda kullanilmaya baslanmistir (69).

Rapamisin IL-2 yanitin1 baskilayarak T ve B hiicrelerinin aktivasyonunu
engeller. Oncelikle sitozolik bir protein olan FKBP12 (FK-baglanan protein 12)’e
baglanir. Rapamisin-FKBP12 protein kompleksi mTOR Complex 1(mTORC1)’e direkt
baglanarak mTOR yolagimi inhibe eder (70, 71).

mTORCI yolagimi inhibe eden rapamycin , serin-treonin kinaz inhibitorii etkisi
gostererek oOzellikle T hiicrelerinin G1 hiicre siklusu fazinda duraklamasina ve
apoptozlarima yol acar. Bu etkisi sadece aktive olmus T hiicrelerde selektif olarak
gorildiigiinden immiin sistemin diger hiicreleri rapamisinin bu blokajindan etkilenmez.

Diger immiin siipresif ajanlara gore daha az yan etki profili gosterir (72).

IGF, PDGF gibi bir¢ok biiylime faktorii , ya da RT sonrasi etkinligi artan TGF
gibi sitokinler, mTOR yolunu aktive ederek , gene RT sonrasi artan HIF-lalfa’nin
fibroblastlar lizerindeki etkinligini arttirir. Aktive HIF-1 alfa CXCR4 ekspresyonunu

arttirarak fibroblast migrasyonunu , kollajen sentezini vede fibrozu arttirir (36, 38).
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Ayrica mTOR yolagmin son iiriinleri olan S6kinazl ve Okaryotik inisiasyon
faktorii 4E baglanma protein (4E-BP1) aktivasyonu ile hiicre iginde translasyonel
baslama kompleksi olugur ve sonrasinda protein sentezi 6zellikle ekstraselliiler matriks
protein sentezi artar. Birgok kanser tipinde bu yolun upregiilasyonu ile hiicre boliinmesi
artar ve apoptoz azalir. Kanser hiicrelerinin migrasyon , adhezyon ve invazyon
kapasitelerindeki artisin gene bu yolun aktivasyonu ile oldugu diisiiniilmektedir (36,

38).

mTOR inhibisyonu ve Rapamisin kullanim1 bir¢ok kanser tipinde
denenmektedir. Over, endometrium, meme, lenfoma, glioblastoma multiforme, kaposi
sarkomu, akciger kanserleri gibi bircok kanser tipinde kemoterapi ya da RT

kombinasyonlari ile denenmektedir (69, 71).

Rapamisin doza bagimli olarak immiinosupresif (0.25 mg/kg/g), antifibroblastik,
antiproliferatif etkiler (0.5 mg/kg/g) gosterir. En yliksek plazma konsantrasyonuna oral
uygulama sonrasi 2.5-3.5 saat i¢inde ulasir. Karaciger metabolize edilir. Yarilanma
omrii 16-20 arasinda degisir. Insanlarda %84, sicanlarda % 87 oraninda plazma

hiicrelerine baglandig bildirilmistir (72, 73).

Rapamisinin en sik karsilagilan etkileri firsatgr enfeksiyonlar, kilo kaybi,
hipertansiyon, anemi, diyare, dermatit, trombositopeni, depresyon ve mTOR C2 relatif
aktivasyonuna bagli artmis lipid ve kolesterol seviyeleridir. Nefes darlig1, gogiis agrisi,

kramp seklinde flank agr1 goriilebilir (72).

Bu calismada ise mTOR C1 yolaginin Rapamisin ile inhibisyonunun RT sonrasi

pnomonit ve fibroz olusumundaki etkisi degerlendirildi.
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2. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Kimyasal Maddeler

RT sirasinda stabilizasyonu saglamak ic¢in sicanlara genel anestezi verildi.
Ketamin Hidroklorur ve Xylazine (Ketalar 5Smgr/ml; Pfizer ,Rompun Smgr/ml; Bayer)

kullanildi. Caligma ilaci olarak ii¢ ayr1 etken madde kullanildi:

1. Etken Madde: Polietilen glikol ile kaplanmis superoksit dismutaz ve katalaz
enzimleri (PEG-SOD 1mgr/flk ; Sigma, PEG-Katalaz 2 mgr/flk; Sigma )

intraperitoneal yoldan kullanildi.

2. Etken Madde: N-Asetil Sistein (NAC) (Asist 300 mgr/ampiil; Hiisnii Arsan)

intraperitoneal yoldan kullanildi.

3. Etken Madde: Rapamisin (Sirolimus) (Rapamune Imgr/tb ; Wyeth) oral gavaj

ile soliisyon halinde verildi.

3.1.2 Deney Hayvanlar

Deney Hayvanlar1 Kullanim Kursu tamamlandiktan ve de Istanbul Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan ( Say1 :124 , Karar No : 112 ) etik kurul onay1
alindiktan sonra deney hayvanlar1 Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirmalar
Enstitiisii'nden temin edildi , deney siiresince takipleri ve kontrolleri etik kurallar ve
calisma prensiplerine uygun olarak yapildi. Toplam 24 adet 4-6 haftalik 180 -200 gr
Winstar albino cinsi disi siganlar kullanildi. Cins olarak W.albino literatiirde RT
sonrasi fibrozise duyarli bir cins olarak bildirildigi i¢in segildi (74) . {glii gruplar
halinde kafeslere konularak standart yem ve su ad libitum (istege bagli miktarda)
beslendiler. Yiizde 50 bagil nem orani, 21+ 2 °C sicaklik kosullarinda 12 saat aydinlik

12 saat karanlik olan uygun laboratuvar kosullarinda takip edildiler.
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3.2. Yontemler

3.2.1 RT Uygulamasi

Calisma oncesinde en uygun RT seklini ve planlamasini yapabilmek ic¢in 6
haftalik, yaklasik 180 gr agirliginda W. Albino cinsi sicanla BT simulasyon yapildi.
Genel anestezi altinda , sigan uygun pertekse sabitlendikten sonra , planlanan akciger
lojunun daha iyi belirlenebilmesi ve de daha iyi stabilizasyon i¢in silikon bas-boyun
maskesi kesilerek , sicana uygun hale getirildi, 1sitildiktan sonra pertekse sabitlendi. Bir
mm ince kesitli BT c¢ekildikten sonra sanal ortamda voliimleri olusturuldu. Deney
hayvani morbidite ve mortalitesini azaltmak i¢in kalp, 6zefagus ve karaciger gibi
organlarin dozunu minimumda tutmak amaglandi. Literatiire uygun sekilde sag akciger

iist loblar1 deneysel fibroz olusturmak i¢in en uygun RT alani olarak se¢ildi(75).

Farkli tedavi makinelerinde (Co60, Saturn, Oncor , Clinac, Cyberknife) farkl
planlar yapildi. Hedef alanin kii¢iikliigli (<1.5cm2), doz homojenitesini bozan ve uygun
plan yapilmasin1 zorlastiran baslica faktdrdii. Ayrica i1sinlanmasi planlanan deney
hayvanlarinin uzun siiren 1sinlama sirasinda, anestezi altinda iken, kaybedilmemesi,
1sinlamanin kisa silirede yapilmasini saglamak icin doz hiz1 yiiksek bir makine
kullanilmast gerekli goriildii. Kiigiik alanlarda homojen doz dagilimlar elde edebilen ,
ayrica anestezi siiresini azaltan CyberKnife (Accuray) robotik kollu radyocerrahi

makinesi uygun bulundu.

Genel anestezi altinda sirtiistii elleri ve ayaklar1 pertekse sabitlenen hayvanlar,
uygun set-up sonrasinda 1 x 1 cm2’lik RT alan merkezi sag akciger iist loblarin {izerine
getirildi. SSD 78.5 cm , yar1 kalinlik 1.5 cm konus ¢apt lem olarak ayarlandi. Alan
merkezi her sican i¢in her setup sonrasinda , lazerle kontrol edildi. RT alani uygun
gortldiikten sonra tek fraksiyonda 13 Gy (toplam 1450 MU, doz hizi 800 MU/dak)
verildi. Yiiksek doz , mortaliteyi arttiracagindan literatiirde RT sonrasi fibroz

olusturabildigi gosterilen en uygun doz olan 13 Gy segilerek uygulanmistir (61).

RT sonrasinda siganlar, rastgele olarak her grup icin alt1 sican secildi. Ugii ilag

grubu ve bir kontrol grubu olacak sekilde dort grup olusturuldu.
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3.2.2 Etken Madde Uygulamalan

RT sonrast 0. giin olarak kabiil edildi. RT sonrasi 1. giinde ilag uygulamalari

basladi. Ardisik 3 hafta boyunca devam etti.

3.2.2.1 PEG-SOD ve PEG-Katalaz uygulamalar:

Soguk zincirde temin edilen polietilen glikollu Cu /Zn SOD ve katalaz
enzimleri, uygulama giinlerine kadar — 15 derecede saklandi. Uygulama zamanindan 30
dakika kadar oncesinde saklama tinitesinden ¢ikartilan SOD 1mgr/ flk , steril sartlarda 3
ml serum fizyolojik ile karistirildiktan sonra 5 dakika 34 derece kiivezde uygun
sicakliga getirildi. Katalaz 2 mgr/flk , 3ml serum fizyolojik ile karigtirildiktan sonra 5
dakika 34 derece kiivezde 5 dakika bekletildikten sonra her ilagtan 0.5 ml toplam 1 ml
intraperitoneal yoldan SOD-Katalaz grubundaki siganlara verildi. Haftada bir olarak
PEG-SOD 1 mgr/kg , PEG-Katalaz 2 mgr/kg’dan 3 kez verildi. ila¢ uygulamalarinin

disindaki gilinlerde giinasir1 1 ml serum fizyolojik verildi.

3.2.2.2 N Asetil Sistein (NAC) uygulamalari

Kullanima hazir ampulde temin edilen N asetil sistein kullanildi. RT sonrasi 1.
giinde 300 mgr/kg’dan giinasir1 olacak sekilde 3 hafta boyunca verildi. 1 ampul NAC,
34 derecede kiivezde 5 dakika bekletildikten sonra 0.5 cc’si 0.5 cc serum fizyolojik ile
sulandirilarak intraperitoneal yoldan verildi. Doz literatiirdeki sicanlar iizerindeki
farmakolojik calismalara bakilarak ayarlandi. Sprong ve ark. ¢alismasinda W.Albino
cinsi sicanlarda 275 mgr/kg/2 glinde , 550mgr/kg/2 giinde ve 950 mgr/kg/2 gilinde
kiyaslanmis. 275 mgr/kg/ 2giinde inflizyon halinde verilen NAC endotoksin ile
olusturulan oksidatif stress  ve akciger hasarinda yeterli anti oksidan etki
olusturabilirken, doz arttirrmi ile verilen yiiksek dozlarda mortalitenin arttig

gosterilmistir(76). Bu yiizden en optimal doz giin asir1 300 mgr/kg olarak belirlendi.
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3.2.2.3 Rapamisin Uygulamalar

Rapamisin (Sirolimus) 1 mgr’lik tabletler halinde temin edildi. Oral gavaj yolu
ile verilebilmesi i¢in distule suda eritilmeye calisildi. Suda eritilemeyen vedistile su ile
heterojen bir karisim elde edilmesi iizerine oral soliisyon elde etmek i¢in phosal 50pg
soliisyonu (fosfatidilkolin, propilen glikol, gliserid, etanol, soya yag asitleri) kullanildi.
1 mgr’lik tabletler toz hale getirildikten sonra 1ml phosal soliisyonu igersinde eriyik
hale getirildi. 34 derece kiivezde 5 dakika bekletildikten sonra giinagir1 oral gavaj ile
siganlara verildi. Sicanlarda 0.5 mgr/kg/giin rapamisin dozu literatiirde bir¢ok
calismada kullanilmis, etkinligi gosterilmis ve de tolere edilen yan etki profili ile takip
edilmistir (71, 72, 77). Oral gavaj yolu ile ilag uygulanmasi , si¢anlar i¢in mortaliteyi
arttiran bir islemdir, hayvan kaybini azaltmak i¢in giinlik doz sabitlenerek (0.5

mgr/kg/giin ) 3 hafta boyunca giinasir1 gavaj uygulamasi yapilmaistir.

3.2.2 Sicanlarin Kilo Takibi

RT aninda ve sonrasinda haftalik kilo takipleri DETAE’dan temin edilen hassas
terazi ile yapilmis ve kaydedilmistir. RT sonrasi 3. haftada exitus olan kontrol grubu 6
nolu si¢an ile RT sonrasi , 2. intraperitoneal SOD-Katalaz uygulamasi esnasinda exitus

olan SOD 6 nolu siganlar i¢in kilo takip grafikleri olusturulmamastir.
3.2.3 Sicanlarin Ates Takibi

RT sonrasinda haftalik ates takipleri icin DETAE’nde proje oOncesinde bir
siganda , bilinen yontemler ile ates Olclilmesi denenmistir. Is1 probu rektal yolla
uygulandiktan sonra yaklasik 2 dakika kadar beklenildikten sonra Ol¢liim
yapilabilmistir. Morbiditeyi arttirilacagt ve uzun siirmesi nedeniyle efektif dl¢limler
yapilamayacagi distliniilmesi iizerine , ates Olglimleri i¢in alternatif yoOntemler
degerlendirildi. Infrared ile calisan temassiz ates Olger (FT60, Beurer, Almanya)
kullanild1i. Bu uygulamanin giivenilirligi ile ilgili 2008 yilinda alinmis bir uygunluk
sertifikas1 (Oeko Test, Almanya) bulunmaktadir. Bu sertifikada +/- 0.3 °C o6l¢iim
hassasiyeti bildirilmektedir. Tez dis1 siganlarda 20’e¢ yakin denemelerde mevcut
yontemler ile uyumlu bulunmasi lizerine tez c¢alismasinda kullanilmistir. Yukarida

belirtilen nedenlerle ex olan iki si¢an i¢in ates takip grafikleri olusturulmamastir.
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3.2.4 Sicanlardaki Fibrozun Bilgisayarh Tomografi ile Takibi

RT sonrasi ilag uygulamalar1 yapilan gruplar fibrozis olusmasi i¢in takip edildi.
Onaltinc1 haftada mortaliteyi azaltmak i¢in anestezi verilmeden siganlara uygun kaplar
hazirlanarak BT goriintiileri alindi.Gorilintii kalitesini arttirmak icin FOV  degeri

kiiciiltiildii ve verilen radyasyon diisiik tutuldu ve 2 mm kesitli BT ler alind1

Literatiire uygun olarak 16. haftada ¢ekilen BT ’lerde Wiegman ve ark. tarif
ettigi RT sonras1t degisikliklerden diyafram elevasyonu, kalbin RT lojuna dogru
cekilmesi , yer yer yama tarzinda yogunluk artiglar1 ve fibrozis , gruplar bildirilmeden
bir radyolog tarafindan goriilmesine ragmen , verilen doz (Wiegman et al’a gore)
kismen daha diisik tutuldugundan , fibrozisin belirginlesmesi i¢in takibe devam

edilmesine karar verildi(75).

21. haftada rapamisin grubundan 6. nolu sicanin dogal yoldan eksitus olmasi
sebebiyle ornek akciger dokular eksize edilerek histopatolojik degerlendirme yapildi.
Fibrozis goriilmesi lizerine 22. haftada anestezi altinda 2mm ince kesitli BT goriintiileri
alindi. Tekrar radyolojik olarak gruplar bildirilmeden degerlendirildi (yok-grad 0,yama
tarzinda-grad 1, belirgin konsolidasyon-grad 2,birden fazla alanda yaygin
konsolidasyon-grad 3 olarak skorlandi) . Literatiirde tarif edildigi gibi BT lerde akciger
dokusu yogunluklar1 hesaplandi (Yogunluk i¢in min. -1000 ile max. +1000 arasindaki
matematiksel degerler olan Hounsefield degerleri olusturuldu) (75). Daha once
belirtilen bulgulara ek olarak artik fibrozisinde belirgin olarak gézlenebilmesi sebebiyle

22. haftada deney sonlandirildi.

3.2.5 Histopatolojik inceleme

RT sonrasi 3. haftada exitus olan kontrol grubu 6 nolu sican ile RT sonras1 2.
intraperitoneal SOD-Katalaz uygulamasi esnasinda exitus olan SOD 6 nolu sicanlar
disinda kalan 4 gruptan 22 sican, RT sonrasi fibrozis olusmasi i¢in gecen 22 hafta
sonrasinda , sakrifiye edildi. Tiim toraksa vertikal bir insizyon sonrasi gdogiis kafesi
acildi. Trakea lojundan baslayarak bilateral akcigerler ve kalp blok halinde eksize
edildi. Akcigerler ve kalp hassas terazide tartildiktan sonra % 10’luk tamponlanmis
formalin ¢ozeltisinde fiksasyon igin bekletildi. Iki haftalik bir fiksasyon siirecinden

sonra doku numunelerinden 2mm kalinliginda 3’er dilim alinarak rutin doku takibinden
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gecirildi. Parcalardan hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 5.7 p kalinhigindaki
kesitler hematoksilen eosin ile boyanip 151k mikroskopisinde incelendi. Fibrosis
degerlendirmesi i¢in Ascroft skalasi kullanildi. Bu skala i¢cin Alveolar septa, akciger
yapilarindaki degisiklikler, 16kosit infiltrasyonlari, damarsal yapilardaki degisiklikler,
akciger 6demi degerlendirildi (78). Kollajen depositleri goriintiilemek i¢in Mason
Trichrome ile boyandi. RT’ye sekonder akciger fibrozisi patogenezinde TGF p’nin
rollinii degerlendirmek i¢in preparatlar TGF B antikoru ile immiin boyama yapildi.
Degerlendirme sirasinda gergek boyutlar1 daha hassas bir bigimde degerlendirebilmek

icin ‘Olympus Analysis 5 sistemi kullanildi.

3.2.6 Elektron Mikroskopisi

Deney hayvanlar1 sakrifiye edildikten sonra , akciger dokularindan alinan
yaklagik 1 mm3’luk pargalar, stabilizasyon i¢in % 2.5’lik gluteraldehit solusyonuna
konulmustur. Kirksekiz saatlik tespit siiresinin ardindan rutin post fiksasyon ve takip
islemlerine alinmistir. Bloklanan materyal sonrasinda ultramikrotom ile 60-80
nanometrelik kesitler alinmistir. Ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile

kontrastlandiktan sonra transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile degerlendirilmistir.

3.2.7 lstatistiksel Analiz

Bu c¢alismada amaglanan deneysel olarak olusturulan akciger pnémoniti ve
fibrozu tizerinde eksojen verilen {i¢ etken maddenin etkinliginin degerlendirilmesidir.
Ug etken madde ayr1 ayr1 kilo degisimleri, ates degisimleri, BT konsantrasyon takibi,
akciger doku yogunluk Olgiimleri ve patolojik fibrozis ve inflamasyon bulgular
acisindan degerlendirildi. SPSS (SPSS Inc, USA) programi yardimiyla, siklik
tablolarinin tek yonlii ANOVA, Fisher Chi-kare testleri kullanilarak analizleri yapildi.
Anlamlilik farki olarak p=0.05 sinir deger olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

3.

4.1 Kilo Takibi

Takip edilen siganlarin DETAE’de yapilan haftalik oOlglimleri Tablo 5°te

verilmistir. RT sonras1 birinci haftada sicanlarin ortalama agirligi 171.7 gr iken, yirmi

iki hafta sonrasinda 218.6 gr olmustur. Rastgele se¢im sonrasinda 1. haftada, SOD

grubu ortalamasi 172.2 gr; Kontrol grubu ortalamasi 175 gr; NAC grubu ortalamasi

166.7 gr; Rapamisin grubu ortalamasi ise 173.6 gr’dir. RT sonrasi 22. haftada gruplarin

agirlik ortalamalari, SOD grubu 224.8 gr (artis orani 1.30); Kontrol grubu 220.2 gr(artis

orani 1.26); NAC grubu 213.5 gr(artis oran1 1.28); Rapamisin grubu ise 217.3 gr(artis

orani 1.26)’dir. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark saptanmamuistir.

1.hf 164 (184 1176 (179|172 (182|163 |176 (172|168 [161 [165 [167 [174|1170 [163 |168 164 |181 [177 |179|173
2.hf 169 197|180 [183 |174 (187|176 |183 [178 [174 [165 [168 172|176 |178 [174 |179 165 [180 [178 |185 [183
3.hf 174 205|184 [185|179 (195 [174 |182 {184 [178 [170 [174 [177 [182 |188 [176 |183 |171 |183 [185 |189 [185
4.hf 173 [208 1197 [191 |189 (197 [179 |196 185 [184 [183 [182 [182 [187 |187 [179 |185|176 [188 [195 |199 |201
5.hf 185 [215 1204 [205 |1196 [206 [184 [195 [197 [188 [187 [192 [194 |199 |188 [182 |187 |185 |189 [208 [210 [205
6.hf 188 (212 1202 [206 |198 {209 [187 |202 {198 [193 [185 [189 [192 [200 |196 [178 |193 [188 [212 [206 [209 |203
7.hf 180 209 |187 [197 |200 {212 [184 206 [203 [199 [185 [190 [194 |196 |193 [185 |189 |191 [216 211 [207 |204
8.hf 187213 |1193 [207 |205 (214 |189 215 [201 |201 [191 [192 [196 |199 |198 [191 [195 |199 [211 [220 [212 207
9.hf 193219 [196 [205 203 |217 [201 [213 |200 [204 |201 |197 [198 [207 [201 [195 | 198 |194 [213 [207 [217 [213
10.hf 196 221 204 211|210 [224 199 217 [209 [209 |203 [203 [209 [203 [205 |187 [204 [196 [223 [209 [211 [209
11.hf 197220 211 [215]206 {218 [195 211 [206 |205 [196 [199 [198 [207 |202 [186 |201 |197 217 [212 [215 |208
12.hf 196 [222 1214 [219 ]205 216 |197 |212 [202 207 [197 [199 [199 [210 |205 [193 |204 |199 [215 210 [213 209
13.hf 19721 215217208 [219 {199 215 [206 [210 |195 [203 [204 [214 [206 |192 [205 [201 [217 [218 [216 212
14.hf  |201 225219 [221 |207 |225 [201 [217 209 212|196 |202 [206 |213 [208 |196 {204 [203 |219 [212 213 [210
15.hf  |204 229 218 [227 |209 |229 [203 [224 211 211 |198 |206 [208 |217 [209 [201 (208 [204 |221 [213 |217 [214
16.hf 199 229 216 [227 209 [229 [205 221 [215 [216 |197 [208 [210 [219 [209 [203 [208 [203 [220 [212 [219 [217
17.hf  |201 26 213 21210230 211 225 [216 [217 207 [210 212 [217 210 [200 [211 [202 [221 [217 [220 [214
18.hf  |200 228 215 [229 |217 |234 |204 [229 [227 220 |203 207 [209 |221 [208 206 [213 [205 |227 [211 |220 [215
19.hf  |210[229 225 [223 |214 |238 |202 [234 [223 225|210 |211 [216 |229 205 [204 220 [207 |223 [209 |223 [216
20.hf  [204[232 211 [225[210 232|209 [230 [219 [219|199 214 [217 |225 [208 |210 [211 [209 [228 [216 [218 [214
21.hf 205233 [223 226 211 |229 |209 [227 |223 217 |201 217 216 228 213 [211 |213 201 [226 211 [223 216
22.hf 201236 [218 |232 214|239 |208 [229 |225 [223 [199 215 [218 229 [214 [206 |213 [205 [228 |214 [226 [218
Hafta Kontrol SOD NAC Rapamisin

gisimleri

Tablo 5 Sicanlarin Gram/Hafta De
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4.2 Ates Takibi

RT sonrasinda iki haftada bir temassiz ates dlger ile tiim gruplarin ates 6lgiimleri

yapildi. Tiim gruplarin 6l¢timleri tablo 6’da verilmistir.

Haftalar 2. 4. 6. 8. 10. 12. 14. 16. 18. 20. 22.
Kontrol 30,20 | 30,7 316 | 323 | 32,7 | 326 | 324 | 326 328 | 33 32,7
29,60 | 29,9 | 30,7 31,2 | 31,6 | 32 31,9 | 321 322 | 321 | 32,5
29,80 | 299 304 | 31,3 | 31,8 322 | 321 | 324 323 | 326 328
30,40 | 30,5 | 30,9 32 321 | 325 | 323 | 322 | 32 32,1 | 31,9
30,10 | 30,5 31,1 | 319 | 322 321 | 324 | 32 32,2 | 321 | 324
SOD 30,2 30,3 | 30,5 30,8 31,1 | 30,8 304 304 | 30,2 | 30,1 | 29,9

29,6 29,8 | 30,2 | 30,5 30,3 | 306 | 30,7 304 306 305 303
30,1 30,2 | 30 30,1 304 30,7 30,3 30,6 305 30,7 | 30,6
29,2 29,5 | 30,3 | 30,5 30,7 | 305 | 30,1 30,1 | 30,8 | 30,3 | 29,9
30,6 30,5 | 30,7 | 30,8 | 30,9 31 31,3 | 30,9 | 31 30,8 | 30,7

NAC 30,00 | 30,2 30,7 309 | 31,1 | 30,9 | 306 | 31,1 | 30,9 | 31 31,4
30,10 | 30,4 | 30,8 | 31 30,8 | 30,9 | 31 31,2 | 31 30,6 | 30,5
29,70 | 296 30,4 | 30,7 | 30,5 308 311 | 314 313 | 31,1 309
29,50 | 299 308 311 | 313 312 309 | 30,7 30,6 | 30,8 30,7
29,90 | 30,3 | 30,9 | 30,5 | 30,8 | 30,6 303 | 302 | 30,3 | 30,5 | 30,6
30,20 | 30,6 | 30,6 | 309 | 30,8 | 312 | 309 | 306 | 299 | 30,7 | 30,3
Rapamisin | 29,70 | 30,3 | 31 31,8 | 321 | 323 | 325 | 32,7 | 32,1 | 325 | 32,6
29,80 | 30,1 31,3 | 31,7 | 323 322 | 323 | 321 | 323 | 32,7 | 325
30,30 | 30,3 31,7 | 314 | 319 325 | 32,7 | 324 326 | 328 327
30,50 | 30,5 315 | 318 | 326 326 324 | 323 321 | 323 | 324
29,70 | 30,7 | 30,9 | 323 | 32,6 | 324 | 32,7 | 328 | 32,7 | 324 | 32,2
29,80 | 30,3 30,7 | 31 31,7 | 32,7 | 32,6 | 326 | 32,7 | 325 | 32,7

Tablo 6 Ates Olciimleri
Kontrol Grubu: Tiim deney hayvanlarinda, NAC ve SOD grubuna gore 6.

haftadan itibaren belirgin artislar goriildii. En yiiksek ates 20. haftada 33 °C oldu. Ates
cizelgesi Sekil 14°da gosterilmistir.
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Haftalar

Sekil 14 Kontrol Grubu Ates Cizelgesi

SOD Grubu: Takiplerde pnémonit diisiindiirecek yliksek atesler goriilmedi. En
yiiksek ates 14. haftada 31.3 °C oldu. Ates cizelgesi Sekil 15°de gosterilmistir.

31.50

31,00 = —— Dened |
m‘aﬁﬁﬂ === e
2 30,00 Dok 3
< 2950

29,00 e T,

28,50 i [k 3

28,00

Haftalar
Sekil 15 SOD Grubu Ates Cizelgesi

NAC Grubu: SOD grubuna benzer sekilde pndmonit diisiindiiren yliksek ates
veya ani artiglar goriilmedi. En yiiksek ates 31.4 °C ile 16 ve 22. haftalarda goriilmiistiir
(Sekil 16).

32,00
31.50
1,00
§ 30,50
30,00
2850
23,00
28,50 +

Haftalar

Sekil 16 NAC Grubu Ates Cizelgesi
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Rapamisin Grubu: Kontrol grubuna benzer, NAC ve SOD gruplarina gore
belirgin sekilde yiiksek atesler gozlenmistir. 6. haftadan itibaren artan, dik egimli ates
cizelgesi gozlendi (Sekil 17). En yliksek ates 16. haftada 32.8°C olarak dlgtldii.

33,50
33,00
32,50 ] =

32,00 P = —— Dk |
=

31,50 [ P -
::}'gg ' /(—74;‘]—”' Demek 3
30,00 r___,.;;"‘ Demek 4
20,50
29,00
28,50
28,00

—— ek 5

Haftalar

Sekil 17 Rapamisin Grubu Ates Cizelgesi

Tim gruplarin ates 6l¢iimleri siitun grafigi seklinde Sekil 18’de verilmistir. Tiim
gruplarda RT sonrasi ates Ol¢limlerinde ylikselme goriiliirken, bu yilikselme 6. haftadan
itibaren istatistiksel agidan anlamli bir hale gelir (p=0,004). Kontrol ve Rapamisin
gruplarinda bu artis daha belirgindir. 6. haftadan itibaren NAC ve SOD gruplar ile
kontrol ve rapamisin gruplar1 arasindaki fark artar. 6. haftada SOD grubu; kontrol
grubuna gore ( p=0,001, %95 CI 0.420 - 1.267) ve Rapamisin grubuna gore (p=0,011,
%95 CI -1.042 - -0.158 ) anlamli sekilde daha diisiik ateslidir. Sekizinci haftadan
itibaren hem NAC grubu ; kontrol grubuna ( p=0,001, %95 CI -1,356- -0.424 ) ve
rapamisin grubuna ( p=0,011, %95 CI -1.042 - -0.158 ) gore anlaml sekilde diisiik ates
Olciimlerine sahiptir hem de SOD grubu; kontrol grubuna ( p=0,001, %95 CI -1.592 - -
0.661 ) ve rapamisin grubuna (p=0,0001, %95 CI -1.686 - -0.714 ) gore anlaml1 sekilde

daha diisiik ates 6l¢iimlerine sahiptir.
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32,5
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Kontrol

Rapamisin
NAC

SOD

Sekil 18 Ates/ Haftalar (Tiim Gruplar)

4.3 BT ile Fibrozis Takibi

Wiegman ve ark. tarif ettidi; siganlarda RT sonras1 degisikliklerden diyafram
elevasyonu, kalbin RT lojuna dogru ¢ekilmesi , yogunluk artiglar1 ve fibrozis
degerlendirildi (yok-grad 0, yama tarzinda-grad 1, belirgin konsolidasyon-grad2, birden
fazla alanda yaygin-grad 3 olarak skorlandi) (75).

Radyolojik olarak fibrozis en az NAC grubunda goriildii. Diyafram yiikselmesi
goriilmez iken kalp ¢ekilmesi bir siganda goriildii. SOD grubunda ise ortalama fibrozis
skoru biraz daha yiiksek iken diyafram yiikselmesi ya da kalp ¢ekilmesi gozlenmedi.
Kontrol ve Rapamisin gruplarinda fibrozis belirgin olarak daha fazla goriiliirken
diyafram yiikselmesi kontrol grubunda bir siganda, rapamisin grubunda ise iki sicanda
gozlendi. Kalp c¢ekilmesi ise her iki grupta da yaygin bir sekilde dorder sicanda gozlendi
(Tablo 7, 8 ). Rapamisin grubu ii¢ sicanda buzlu cam goriintiisii ile beraber RT
alanlarinin disinda da 6zellikle periferik alanlara lokalize yama tarzinda fibrozis alanlari

izlendi.
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No | Fibrozis | Diyafram Kalp Cekilmesi
Yiikselmesi

Kontrol 1 2 - 1
2 3 - 1
3 2 - -
4 2 - 1
5 3 1 1
SOD 1 2 - -
2 1 - -
3 2 - -
4 1 - -
5 2 - -
NAC 1 1 - -
2 1 - -
3 1 - -
4 2 - 1
5 2 - -
6 1 - -
Rapamisin 1 2 - -
2 1 - -
3 3 1 1
4 2 - 1
5 3 1 1
6 2 - 1

Tablo 7 Sicanlarin Radyolojik Degerlendirmesi

Yapilan istatistiksel analiz sonrasinda fibrozis ve diyafram ylikselmesi
bulgularinda anlamli fark saptanmaz iken kalp c¢ekilmesi SOD grubunda; kontrol
grubuna gore (p=0.010) ve rapamisin grubuna goére (p=0.022) anlamli sekilde az

gOrilmiistiir.



Kontrol SOD | NAC Rapamisin

Fibrozis 1 0 2 4 2
2 3 3 2 3
3 2 0 0 2
Diyafram 0 4 5 6 4
Yiikselmesi
1 1 0 0 2
Kalp Cekilmesi 0 1 5 5 2
1 4 0 1 4
Toplam 5 5 6 6

Tablo 8 Radyolojik Bulgular ve Dagilimi

Toplam

11

19

13

22
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BT goriintiileri lizerinde ayrica Wiegman ve ark. calismasinda tarif edildigi

tizere yapilan yogunluk hesaplamalar1 Tablo 9’da verilmistir. (75).
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Sag Akc. Sol Akc.
Kontrol -226 -611
-221 -611
-168 -418
-315 -469
-326 -506
SOoD -481 -624
-354 -598
-245 -397
-532 -649
-489 -582
NAC -449 -517
-460 -533
-297 -331
-286 -613
-227 -327
-365 -473
Rapamisin -137 -259
-191 -214
-224 -237
-205 -264
-241 -339
-187 -234

Tablo 9 Gruplarin BT Yogunluk Olgiimleri

Yogunluk ortalamalar1 incelendiginde RT alan sag akciger ile RT almayan sol
akciger arasinda istatistiksel olarak anlamli fark mevcuttur (p=0.001). RT alan sag
akciger i¢in grup analizlerinde ise kontrol ve rapamisin gruplarina gore NAC ve SOD
gruplar istatistiksel olarak anlamli sekilde daha az yogun ( daha yiiksek negatif deger)
olarak o6l¢iildii (NAC igin p=0.006 , SOD i¢in p<0.001). RT almayan sol akcigerde ise
rapamisin grubu diger ii¢ gruba gdére anlamli bir sekilde daha yogun olarak ol¢iildi
(Rapamisin grubu karsilagtirmast NAC icin p=0.001 % 95 CI1 98.75 — 316.92, SOD i¢in
p<0.001 CI1197.76 —426.57, Kontrol grubu i¢in p<0.001 CI 150.76 — 379.57 ).
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4.4 Patolojik inceleme

Sakrifiye edilen sicanlarda akcigerler ve kalp eksize edildikten sonra patolojik

Interlokinler (IL)

TNF alfa ve IL-1 ilk artan sitokinlerdir ve akciger vaskuler adhezyon

molekiillerinin upregulasyonda ve fibroblast diferansiasyonda rol alirlar.

IL-8 Iokositler i¢in kuvvetli bir kemotaktik ajandir, anjiogenetik ozellikleri

mevcuttur.

IL-4 , IL-10, IL-13 anti inflamatuvar sitokinlerdir, TNF alfa supresyonu

yaparlar.

IL-6 , aktive makrofajlar, akciger fibroblastlar1 ve tip II pnomositler tarafindan
salgilanir ve inflamasyon yogunlugunu gosteren en 6nemli sitokindir. Yiiksek IL-6

degerleri RT sonrasi akciger pndmonitinde en 6nemli belirtecdir.

IL-10, T helper tip 2 hiicrelerden salimir. Ana gorevi enflamasyonun
downregiilasyonudur. Rt sonrast doza bagimli olarak ortamdaki miktar1 artar. IL-10
RT’ye sekonder 16kosit migrasyonunu azaltir. RT sonrasi canlidaki immunosupresif

etkiden sorumlu oldugu diigiiniilmektedir (27, 46, 47).

Transforming Growth Faktor Beta (TGF Beta)

RT sonrasi akciger hasarinda , akciger fibroblastlari aktive myofibroblastlara
fenotipik modulasyonunda , kolajen protein sentezinin stimule edilmesinde,
proinflamatuvar sitokinlaerin salgilanmasinda ve IL-10 ve HGF gibi anti inflamatuvar

sitokinlerin baskilanmasinda en 6nemli , ana sitokindir.

RT sonrasi olusan reaktif oksijen radikalleri latent durumdaki TGFB1°1 aktive
eder. Proinflamatuvar bir sitokin olan TGFB1 makrofajlar1 aktive ederek sitokin
zincirleme reaksiyonlarinin  baglamasina yol agar. TGFB1 transmembrandz
serin/tireonin kinase reseptorleri TGF B1 tip II reseptoriine baglanarak ,aktive eder.

Aktive olmus Tip II reseptor ile tip I reseptor heteromerik kompleks olustururlar. Bu
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sebeple disardan verilecek TGF B1 Tip II reseptorleri , ortamdaki TGFB1 ‘i baglayarak
uyarilmayi engelleyebilirler (35).

TGF transmembrane aktivasyonu sonrast , TGF B RT’ye sekonder fibrozis

olusumu ile ilgili iki ana yolag1 uyarabilir.

3) PI3K-Akt-mTOR-S6k1 ve 4e-BP1:

IGF, PDGF gibi bir¢ok biiyiime faktorii , yada TGF B gibi sitokinler , mTOR
yolunda, oncelikle fosfatidilinisitol 3 kinaz PI3K aktivasyonu goriiliir. Akt
fosforilasyonu ardindan , G proteinli RHEB aktivasyonu ardindan mTor
aktivasyonu goriiliir. Bu yolun énemi mTOR ardindan olusan Sé6kinazl ve
Okaryotik inisiasyon faktorii 4E baglanma protein (4E-BP1) aktivasyonu ile
hiicre i¢inde translasyonel baslama komplksi olusmasi ve hiicre i¢inde protein
sentezinin artmasidir. RT sonrast hasarda ise bu yolun aktivasyonu ile
ekstraselliiler matriks protein ,kolajen sentezi artar, ve fibrozis indiiklenir.
Bircok kanser tipinde bu yolun upregiilasyonu ile protein sentezi artar, hiicre
boliinmesi indiiklenir ve apoptoz azalir, ayrica migrasyon, adhezyon ve

invazyon kabiliyetleri artar(48).
4) Smad 2,3 +Smad 4 — Smad Kompleks

Bu yolda, aktive olan Tip II — I kompleksi , Smad 2’1 ardindan Smad 3’i
aktive eder. Smad 4 eklenmesi ile olusan kompleks , niikleus ig¢ine transloke
olup ilgili genleri aktive ya da deaktive eder. TGF P sonrasi akcigerde bulunan
fibroblastlarin epitelial fenotipten , uzun ,aktif myofibroblastlara doniismesi ve
TGF ve diger proinflamatuvar sitokinlerin upregiilasyonu bu mekanizma ile
olur. Ayrica benzer sekilde basit epitelial hiicrelerin , mezenkimal degisim
gostererek metastaz ve invazyon kabiliyetine sahip farkli fenotipte kanser
hiicrelerine doniismesinin (EMT- Endothelial Mesencymal Transition)) bu

mekanizma ile oldugu diistiniilmektedir (Sekil 10)(48).
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Sekil 19 TGF Translasyonel - Transkripsiyonel Regiilasyonu (48)

1997 yilinda, Vujaskovic ve ark. sicanlarda sag hemitoraks tek fraksiyonda 18
Gy 1sinlamasi sonrasinda plazma TGF B diizeylerini Olgtiiler. Sag hemitoraks RT
sonrasi, ilk onsekiz hafta belirgin bir artis olmaz iken , deney hayvanlarinin akciger
hasarii gosteren nefes frekansi Slgiimlerindeki belirgin artig ile orantili bir sekilde on
sekizinci haftadan sonra plazma TGF f diizeylerinde artig saptanmistir. Akciger
fonksiyon kaybi ile ayni zamanda plazma TGF f diizeylerindeki bu artig plazmadaki
TGF B’in RT sonrasi akciger hasar1 patogenezinde major bir rol iistlendigi hipotezini
ortaya ¢ikarmistir. {1k haftalarda artisin olmamasi ise lokal TGF B’ nin artmis olmasina
ragmen dokudan plazmaya sizmasinin az olmasi sebebiyle plazma diizeylerinde artisin

saptanamayabilecegi seklinde agiklanabilir (49).

TGF B ile RT’ye bagli Pnomonit arasindaki ile iliski Anscher ve ark.
calismasinda da gosterilmistir. Akciger kanser tanili hastalarin TGF B diizeyleri ile
hastalarin klinigi karsilastirilmis ve TGF B diizeylerindeki artis ile pndmonit riski

iliskili bulunmustur (Sekil 11)(50).
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Sekil 20 TGF p1 Orani ve Pnomonit Bulgulari(50)

Plazma diizeylerinde RT sonrasi ilk haftalarda artis olmamasina ragmen , cilde
verilen RT sonrasi altinci saatten itibaren 16 Gy ve daha yiikksek dozlarda ,TGFp
mRNA’sinda artig saptanmistir. RT sonrasi fibrozisin biitiin fazlarinda TGF B mRNA
ekspresyonunda belirgin artis goriiliir.ilk ayda eritem déneminde normalin oniki kati
kadar belirgin bir artig goriiliirken , nekrozun saptandigr donemde dort ve de fibrozisin

yerlestigi on ikinci ayda bile normalin yaklasik 9 kat1 kadar artis saptanmaktadir (34).

Sadece akciger ve cilt ile sinirli olmayip RT ile degisik organlarin fibrozisi

lizerine literatiirde bir¢ok ¢aligma mevcuttur (34).

Riibe ve ark. caligmasinda farelere tiim toraks lojuna , tek fraksiyonda 6 Gy ve
12 Gy RT verilmis ve TGF B ekspresyonuna PCR ile ardindan deney hayvanlari
sakrifiye edilerek preparatlarda immiin histopatolojik TGF B boyasi yapilmistir. PCR
ile saptanan TGF B ekspresyonunda verilen dozda artis ile orantili sekilde belirgin artis
saptanmistir. 6 Gy verilen farelerde artig goriilmez iken 12 Gy verilen hayvanlarda

birinci haftadan itibaren belirgin artig goriillmektedir (51).

TGF B immiinohistokimyasal boyamada birinci saatte yapilan boyamada,
dokuda belirgin tutulum goriilmemektedir. Nadir tip II hiicrelerde ve alveolar

makrofajlarda minimal boyanma saptanmustir (51).

RT sonrasi dordiincii haftada inflamasyon hiicreleri yogun kemotaksisi ile TGF

B ile boyanan fibroblast ve alveolar makrofaj sayisinda belirgin artis goriilmektedir (51).
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RT sonras1 PCR ile TGF B mRNA ekspresyonundaki azalmaya benzer sekilde
TGF B boyanmasinda minimal azalma goriilmektedir. Bronsial epitelde boyanma daha

belirgin olarak saptanmaktadir (51).

RT sonras1t 24. haftada doku yapisinda bozulma ve hiicre say1 ve g¢esidinde
azalma ile beraber RT alaninda yogun miktarda TGF [ pozitif fibroblastlar
goriilmektedir. 8. haftaya kontrast bir sekilde peribronsial ve perivaskiiler boyanmada

hiicre kaybina sekonder boyanmada azalma saptanmistir (51).

Anscher ve ark. tiim toraks lojuna , 40 Gy fraksiyone RT uygulananlar ile Sham
RT uygulananlart ve RT beraberinde diisiik ve yiiksek doz TGF B antagonisti (1D11)
verilen , siganlar1 26. hafta sonrasinda TGFf immiin histokimyasal boyayarak , RT

sonras1 degisimleri gostermislerdir.

26 hafta sonrasinda RT uygulanan hayvanlarda , RT uygulanmayanlara gore
belirgin TGF  boyanma artis1 olup , belirgin fibroz alanlari ile beraber yogun TGF f

tutan alveolar makrofajlar ve fibroblastlar saptanmaistir.

Diisiik doz TGF B antagonistinde , RT uygulananlara gore fark goriilmez iken,
yiiksek doz antagonist alanlarda RT sonrasi fibrozda, TGF B boyanan makrofajlar ve
fibroblastlarda belirgin sekilde azalma goriilmektedir. TGF 8 ‘nin fibrozis siirecinde ana
mediator oldugu ve TGF  iizerine yapilan tedavi stratejilerinin fibrozisi dnlemede veya

azaltmakta faydali olabilecegi gosterilmistir (52).

2.10 ANTIOKSIDAN AJANLAR

2.9.1 Superoksit Dismutaz (SOD) ve Katalaz

Iyonizan 1smlar , hiicredeki bircok molekiille 6zellikle hiicrelerde en ¢ok
bulunan su ile reaksiyona girerek reaktif hidroksil radikalleri olustururlar. Membran,
protein ve Ozellikle DNA harabiyeti yaparak hiicresel disfonksiyonlara,

transformasyonlara veya hiicre 6liimiine yol acarlar(53).

SOD ve katalaz , RT sonrasi olusan siiperoksid radikallerinin degredasyonu ve
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in canlilarda bilinen en 6nemli savunma sistemidir. Bu

enzimatik sistem ilk olarak 1967 yilinda Irwin Frodovich ve Joe McCord tarafindan
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tanimlanmistir. Bakir-Cinko (Cu-Zn) , Mangan (Mn), Demir (Fe), ve Nikel (Ni) gibi
kofaktorleri oldugu bilinen SOD, kofaktorlerine gore gruplara ayrilir (54).

Okaryotik hiicrelerde, genellikle Cu-Zn SOD sitozolde bulunur.

Demir ve mangan kofaktorli SOD’lar ise prokaryotlarda ve spesifik olarak
mitokondrilerde bulunurlar.E coli ve birgok bakteride ve bitkilerin plazmidlerinde ve

kloroplastlarda demir kofaktorlii Fe-SOD bulunur.
Mn-SOD ise mitokondri, peroksizomlarda ve bir¢ok bakteride bulunurlar.

Ni-SOD prokaryotik hiicrelerde bulunur. Histidin, sistein, glisin ve tirozin gibi

aminoasitlerden olusur (54).

Memelilerde ve bircok omurgalilarda SOD’un ii¢ formu bulunur.Bunlar
sitoplazmada bulunan ve Cu-Zn kofaktorlii SOD1, mitokondride bulunan ve mangan

kofaktorliit SOD2, eksraselliiler boslukta bulunan ve Cu-Zn kofaktorlic SOD 3’tiir(55).

Etki mekanizmas1 superoksit radikalleri ile tepkimeye girerek onlar1 daha az

reaktif olan hidrojen peroksite doniistiirerek serbest radikal toksisitesini 6nlemektir.

Superoksit anyon radikali (O, ) , SOD ile dismutasyon raksiyonu ile O2 ve
Hidrojen peroksite ok hizli bir tepkime hizi ile doniisiir ( ~10° M 's™). Bu reaksiyon
hizt bir enzim i¢in bilinen en yiliksek reaksiyon hizidir. Bu sebepten dolay1r bu
tepkimenin hizi enzim , subtrat yogunlugundan ¢ok difiizyon ile sinirlidir (Sekil 16).
SOD vyiiksek miktarlarda ayrica sitrik asit dongiisiindeki bir demir-sulfur iceren bir
hidrolaz enzimi olan akonitazi da inaktive edebilir ve enerji metabolizmasini
yavaglatabilir (55).

Katalaz 2 H0+ 02

20;

* SOD_~ 2 H,0;

+4H+

GSH

Peroksidaz
4 Ha0

Sekil 21 SOD- Katalaz Dismutasyon Reaksiyonu

Katalaz ise bu reaksiyonda SOD’dan sonra gorev alir, ve SOD dismutazyonu

sonras1 ortaya c¢ikan ve superoksit radikallerinden daha az reaktif ve toksik olan
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hidrojen peroksit ile tepkimeye girer. Reaksiyon sonrasinda su ve oksijen ortaya ¢ikar

(Sekil 12) (56).

Hidrojen peroksit , enzimin aktif yiiziindeki asparajine ve histidine baglanir.
Oksijen atomlar1 arasinda proton transferi sonrasinda , demir (Fe) oksidasyonu

sonrasinda su ve oksijen aciga cikar.

Katalaz benzer reaksiyonla hidrojen peroksit disinda formaldehit, formik asit,
alkol ve fenol tiirevlerini oksitleyerek detoksifikasyon reaksiyonlarina katkida
bulunabilir. Siyaniir , katalaz enziminin kompetitif inhibitoru olup katalazdaki heme

grubu baglayarak enzim reaksiyonlarini durdurabilir.

Katalaz genelikle hiicre icinde peroksizomlarda bulunur. Bakterilerde ise
antimikrobial etkisi olan hidrojenpreoksitin etkilerinden korunmak i¢in kullanilabilirler.
M. Tiberkulosis, L. Pneumophila ve C.Jejuni gibi bakterilerde savunma mekanizmasi

olarak bulunabilirler (56).

Katalaz enzim eksikliginde Tip II diyabete yatkinlik, bagisiklik sisteminde
yetersizlik sendromlar1 ve DNA tamir mekanizmalarinda yetersizlikler goriilebilir.
Ayrica insan saglarinin beyazlagsmasinda katalaz eksikliginin sonucunda biriken

hidrojen peroksitin rol oynayabilecegini savunan ¢alismalar mevcuttur (57, 58).

RT’ye sekonder fibrozis iizerinde ¢alismalar ise S. Delanian ile 1994 yilinda
baglar. Bu calismada RT sonrasi fibrozisi olan hastalarda alt1 haftalik Cu-Zn SOD
tedavisi ile cilt fibrozisinde azalma saptanmis , ve sonrasinda o zamana kadar geri

doniisiimsiiz olan fibrozis ve SOD mekanizmalar {izerine ¢aligmalar hiz kazanmistir

(59, 60).

Klinik ¢alismalarda SOD ve benzeri etki gdsteren SOD mimetiklerin RT’ye
sekonder akciger hasari lizerinde etkinligi gosterilmistir. Rabbani ve ark. SOD-mimetik
aeol 10150 ile yaptiklar1 caligmalarda sican sag hemitoraksa verilen 28 Gy tek
fraksiyonda RT sonrasi verilen SOD mimetik ajanin etkinligi bir¢ok parametrede
degerlendirilmistir. Solunum frekans, RT sonrasi akciger hasarini gosteren en 6nemli
parametrelerden biridir. RT sonrast fonksiyon kaybi olan deney hayvanlarinda ,
fonksiyon kaybinin tolerasyonu i¢in diger akciger kisimlar1 kompensatuvar daha fazla
caligmakta ve azalan O2 saturasyonu takipne ile kompanse edilmeye c¢alisilmaktadir. RT
hasari ile orantili bir sekilde solunum sayisi / dak artmaktadir. Bu ¢aligmada RT sonrast,

sadece RT alan siganlarda solunum sayis1 sekizinci haftadan itibaren belirgin artarken ,
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SOD mimetik alanlarda doza bagimli olarak SOD mimetik koruyucu etkisiyle solunum

sayist artist daha az olarak goriilmiistiir (59).

RT sonrasinda deney gruplarinin takibinde SOD mimetik alanlarin kilo alimlar1
yaglarina oranla normal seyrederken , SOD mimetik almayan grupta RT sonrasi
oksidatif stress ve akciger hasarina sekonder, yaslarina oranda daha diisiik kiloda

kalmislardir ( Sekil 13) (59).

150 4 (T Rerss

— & RT+img AEDL10150
140 1 | - - - AT+10mg AEOL10150
— 8 RT+30mg AECL10150

“#

130 -

120 -

110 -

Ralatif Vicut Agirhgn (kglyas)

100 -

L] L] LI L L] L] L}

0 2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20
Zaman (hafta)

Sekil 22 RT sonrasi gruplarda kilo alimi (59)

RT sonrasi 20 haftada sakrifiye edilen sicanlarda , sag akciger lojuna tek
fraksiyonda 28 Gy RT alan siganlarda , patoloji preparatlarinda belirgin fibrozis , hiicre
kaybi1 ve akciger hasart goriiliirken , RT + SOD mimetik alanlarda RT’ye bagimli hasar
belirgin bir sekilde daha az goriilmektedir. Ayrica dokudaki kollajen depositlerini
gosteren Masson’s Trichrome boyasi sadece RT alan grupta yaygin kolajen depositleri

gosterirken, RT+SOD Mimetik grubunda daha az kolajen tespit edilmistir (59).

1987 yilinda Beckman ve ark. Kendisi de ayrica bir antioksidan ajan olan
polietilen glikol (PEG) ile SOD’u kovalent bag ile baglayarak damarlarda dolasan
ekzojen enzimin renal kleransini azalttilar. Bunun sonucunda Cu/Zn SOD enziminin

yar1 dmriinii ortalama 6 dakikadan 40 saate kadar uzatilabildi (53).

Machtay ve ark. siganlarda 13.5 Gy tek doz toraks RT sonrasinda PEG-SOD ve
PEG-Katalaz kombinasyonunun fibroz Onleyici etkisini denediler. RT oOncesi bir kez
100 pgr PEG-SOD ve 100 pgr PEG-Katalaz’1 intraperitoneal yoldan uyguladilar. BAL

nétrofillerinde , BAL proteinlerinde Akciger pnomoniti acisindan istatistiksel olarak
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anlamli bir etki saptanamamasina karsin dordiincii ayda histopatolojik olarak akciger
fibrozunda belirgin bir azalma saptandi. PEG-SOD ve PEG-Katalaz kombinasyonu ,
enzimin yart dmriinii uzatarak tek uygulamada bile RT’ye bagl fibrozu 6nlemede etkin

oldugu gosterildi (61).

2.9.2 N Asetil Sistein (NAC)

N Asetil Sistein (NAC) ilk olarak 1960’larda iiretilen , mukolitik ajan olarak ya
da parasetamol zehirlenmesinde kullanilan bir ilagtir. Asetil grubuna bagh bir nitrojen
ve bunlara bagli bir sistein bilesigidir. Mukolitik ajan olarak mukustaki disulfit baglarini
kirarak , mukusu sivilagtirir ve kolay atilimini saglar. Kistik fibroz, KOAH, Pnomoni,

amfizem, bronsit ve bronsiektazi hastalarinda bu sebeple kullanilir (62).

Intravendz formu parasetamol zehirlenmesinde kullanilir. Parasetamolun bir
metaboliti olan N-acetyl-p-benzoquinone imine (NAPQI) birikmesi sonrasinda

karacigerde azalan glutatyon seviyelerini arttirmakta kullanilir (63).

Kontrast madde sonrasi nefropatiyi azaltmakta oral NAC kullaniminin etkinligi
gosterilmistir. Tepel ve ark. uygulama oncesi verilen oral NAC’inin % 90’lara varan

oranlarda nefropatiyi azaltigin1 gosterdiler (64).

Literatiirde diabetes mellitus, obsessive-kompiilsif hastalik, isitme kaybi,
KOAH, polikistik over hastaligi, AIDS, trikotilomani gibi bir ¢ok hastalik ile ilgili NAC

calismalar1 mevcuttur (63).

Idiopatik akciger fibrozu (IPF) uyarilmis polimorfoniiklear hiicreler ve alveolar
makrofajlarin rol aldigi , uzun donemde akciger fonksiyon kayiplart ile seyreden bir
hastaliktir. Onceki literatiirlerde gosterildigi iizere IPF’nda goriilen belirgin &zellik,
akciger epitelial sivisindaki major anti oksidan olan Glutatyon (GSH) ‘un azalmasidir.
Glutatyon yapisindaki sistein ile H202, O2- gibi oksijen radikalleri i¢in anti-oksidan
ozellik gostermekle beraber vucuttaki onemli anti oksidan enzimlerden glutatyon
peroksidazin da prekiirsoriidiir. NAC ise yapisindaki sistein glutatyon olusumunu
artirarak IPF hastalarinda , hastalik kontrolunde fibrozun 6nlenmesinde 6nemli katki

saglamaktadir (65, 66).

Neal ve ark. farelerde tek fraksiyonda verilen 18 Gy tiim viicut RT’si sonrasinda

verilen intraperitoneal NAC’1n etkinligini degerlendirmislerdir. RT sonras1 tiim vucutta
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fakat belirgin olarak akcigerlerde glutatyon seviyelerinde diisme saptanmistir.
Intraperitoneal verilen NAC , sadece Glutatyon seviyelerini arttirmakla kalmayip |,
akcigerde RT sonrasi artan ve akciger hasart ile ilgili belirteclerden olan malondialdehit

(MDA) seviyelerini de anlamli derecede diigiirmiistiir(62).

Nagata ve ark. hiperoksik akciger hasarinda , Hagiwara ve ark. ise Bleomisin
sonrast olusturulan akciger hasarinda , IV ya da aerosol halinde verilen NAC’inin
diismiis Glutatyon seviyelerini arttirarak inflamasyon ve de akciger fibrozunun
azaltilmasinda etkinligini gostermislerdir. Her iki ¢calismada da eksojen NAC, akciger

hiicrelerinde Mn SOD ekspresyonunu ayrica arttirmistir (67, 68) .

2.9.3 Rapamisin (Sirolimus)

Rapamisin diger bir adiyla Sirolimus, organ transplantasyonlarinda , 6zellikle
bobrek transplantasyonlarinda organ reddi veya fibrozunu engellemek i¢in kullanilan
makrolid grubu bir ilagtir. Streptomices Hygroscopius bakterisinden bir antifungal ajan

olarak iiretilmistir. Ismi bakterinin ilk izole edildigi ada olan Rapa Nui’den gelmektedir.

[k olarak antifungal etkilerinden dolayi iiretilen ajan, potent immiinosiipresif ve
antiproliferatif 0zellikleri saptanmasi iizerine basta kanser ve organ transplantasyonu

olmak tizere bir¢ok alanda kullanilmaya baslanmistir (69).

Rapamisin IL-2 yanitin1 baskilayarak T ve B hiicrelerinin aktivasyonunu
engeller. Oncelikle sitozolik bir protein olan FKBP12 (FK-baglanan protein 12)’e
baglanir. Rapamisin-FKBP12 protein kompleksi mTOR Complex 1(mTORC1)’e direkt
baglanarak mTOR yolagini inhibe eder (70, 71).

mTORCI yolagimi inhibe eden rapamycin , serin-treonin kinaz inhibitorii etkisi
gostererek oOzellikle T hiicrelerinin G1 hiicre siklusu fazinda duraklamasina ve
apoptozlarima yol acar. Bu etkisi sadece aktive olmus T hiicrelerde selektif olarak
gorildiigiinden immiin sistemin diger hiicreleri rapamisinin bu blokajindan etkilenmez.

Diger immiin siipresif ajanlara gore daha az yan etki profili gosterir (72).

IGF, PDGF gibi bir¢ok biiylime faktorii , ya da RT sonrasi etkinligi artan TGF
gibi sitokinler, mTOR yolunu aktive ederek , gene RT sonrasi artan HIF-lalfa’nin
fibroblastlar lizerindeki etkinligini arttirir. Aktive HIF-1 alfa CXCR4 ekspresyonunu

arttirarak fibroblast migrasyonunu , kollajen sentezini vede fibrozu arttirir (36, 38).
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Ayrica mTOR yolagmin son iiriinleri olan S6kinazl ve Okaryotik inisiasyon
faktorii 4E baglanma protein (4E-BP1) aktivasyonu ile hiicre iginde translasyonel
baslama kompleksi olugur ve sonrasinda protein sentezi 6zellikle ekstraselliiler matriks
protein sentezi artar. Birgok kanser tipinde bu yolun upregiilasyonu ile hiicre boliinmesi
artar ve apoptoz azalir. Kanser hiicrelerinin migrasyon , adhezyon ve invazyon
kapasitelerindeki artisin gene bu yolun aktivasyonu ile oldugu diisiiniilmektedir (36,

38).

mTOR inhibisyonu ve Rapamisin kullanim1 bir¢ok kanser tipinde
denenmektedir. Over, endometrium, meme, lenfoma, glioblastoma multiforme, kaposi
sarkomu, akciger kanserleri gibi bircok kanser tipinde kemoterapi ya da RT

kombinasyonlari ile denenmektedir (69, 71).

Rapamisin doza bagimli olarak immiinosupresif (0.25 mg/kg/g), antifibroblastik,
antiproliferatif etkiler (0.5 mg/kg/g) gosterir. En yliksek plazma konsantrasyonuna oral
uygulama sonrasi 2.5-3.5 saat i¢inde ulasir. Karaciger metabolize edilir. Yarilanma
omrii 16-20 arasinda degisir. Insanlarda %84, sicanlarda % 87 oraninda plazma

hiicrelerine baglandig bildirilmistir (72, 73).

Rapamisinin en sik karsilagilan etkileri firsatgr enfeksiyonlar, kilo kaybi,
hipertansiyon, anemi, diyare, dermatit, trombositopeni, depresyon ve mTOR C2 relatif
aktivasyonuna bagli artmis lipid ve kolesterol seviyeleridir. Nefes darlig1, gogiis agrisi,

kramp seklinde flank agr1 goriilebilir (72).

Bu calismada ise mTOR C1 yolaginin Rapamisin ile inhibisyonunun RT sonrasi

pnomonit ve fibroz olusumundaki etkisi degerlendirildi.
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4. GEREC VE YONTEM

3.1 Gerecler

3.1.1 Kimyasal Maddeler

RT sirasinda stabilizasyonu saglamak ic¢in sicanlara genel anestezi verildi.
Ketamin Hidroklorur ve Xylazine (Ketalar 5Smgr/ml; Pfizer ,Rompun Smgr/ml; Bayer)

kullanildi. Caligma ilaci olarak ii¢ ayr1 etken madde kullanildi:

4. Etken Madde: Polietilen glikol ile kaplanmis superoksit dismutaz ve katalaz
enzimleri (PEG-SOD 1mgr/flk ; Sigma, PEG-Katalaz 2 mgr/flk; Sigma )

intraperitoneal yoldan kullanildi.

5. Etken Madde: N-Asetil Sistein (NAC) (Asist 300 mgr/ampiil; Hiisnii Arsan)

intraperitoneal yoldan kullanildi.

6. Etken Madde: Rapamisin (Sirolimus) (Rapamune Imgr/tb ; Wyeth) oral gavaj

ile soliisyon halinde verildi.

6.1.2 Deney Hayvanlan

Deney Hayvanlar1 Kullanim Kursu tamamlandiktan ve de Istanbul Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan ( Say1 :124 , Karar No : 112 ) etik kurul onay1
alindiktan sonra deney hayvanlar1 Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirmalar
Enstitiisii’'nden temin edildi , deney siiresince takipleri ve kontrolleri etik kurallar ve
calisma prensiplerine uygun olarak yapildi. Toplam 24 adet 4-6 haftalik 180 -200 gr
Winstar albino cinsi disi siganlar kullanildi. Cins olarak W.albino literatiirde RT
sonrasi fibrozise duyarli bir cins olarak bildirildigi i¢in segildi (74) . {iglii gruplar
halinde kafeslere konularak standart yem ve su ad libitum (istege bagli miktarda)
beslendiler. Yiizde 50 bagil nem orani, 21+ 2 °C sicaklik kosullarinda 12 saat aydinlik

12 saat karanlik olan uygun laboratuvar kosullarinda takip edildiler.
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3.2. Yontemler

3.2.3 RT Uygulamasi

Calisma oncesinde en uygun RT seklini ve planlamasini yapabilmek ic¢in 6
haftalik, yaklasik 180 gr agirliginda W. Albino cinsi siganla BT simulasyon yapildi.
Genel anestezi altinda , sigan uygun pertekse sabitlendikten sonra , planlanan akciger
lojunun daha iyi belirlenebilmesi ve de daha iyi stabilizasyon i¢in silikon bas-boyun
maskesi kesilerek , sicana uygun hale getirildi, 1sitildiktan sonra pertekse sabitlendi. Bir
mm ince kesitli BT c¢ekildikten sonra sanal ortamda voliimleri olusturuldu. Deney
hayvani morbidite ve mortalitesini azaltmak i¢in kalp, 6zefagus ve karaciger gibi
organlarin dozunu minimumda tutmak amaglandi. Literatiire uygun sekilde sag akciger

iist loblar1 deneysel fibroz olusturmak i¢in en uygun RT alani olarak se¢ildi(75).

Farkli tedavi makinelerinde (Co60, Saturn, Oncor , Clinac, Cyberknife) farkl
planlar yapildi. Hedef alanin kii¢iikliigli (<1.5cm2), doz homojenitesini bozan ve uygun
plan yapilmasin1 zorlastiran baslica faktdrdii. Ayrica i1sinlanmasi planlanan deney
hayvanlarinin uzun siiren 1sinlama sirasinda, anestezi altinda iken, kaybedilmemesi,
1sinlamanin kisa slirede yapilmasini saglamak icin doz hizi yiiksek bir makine
kullanilmas: gerekli goriildii. Kiigiik alanlarda homojen doz dagilimlari elde edebilen ,
ayrica anestezi siiresini azaltan CyberKnife (Accuray) robotik kollu radyocerrahi

makinesi uygun bulundu.

Genel anestezi altinda sirtiistii elleri ve ayaklar1 pertekse sabitlenen hayvanlar,
uygun set-up sonrasinda 1 x 1 cm2’lik RT alan merkezi sag akciger iist loblarin {izerine
getirildi. SSD 78.5 cm , yar1 kalinlik 1.5 cm konus ¢apt lem olarak ayarlandi. Alan
merkezi her sican i¢in her setup sonrasinda , lazerle kontrol edildi. RT alani uygun
gorildiikten sonra tek fraksiyonda 13 Gy (toplam 1450 MU, doz hizi 800 MU/dak)
verildi. Yiiksek doz , mortaliteyi arttiracagindan literatiirde RT sonrasi fibroz

olusturabildigi gosterilen en uygun doz olan 13 Gy segilerek uygulanmistir (61).

RT sonrasinda si¢anlar, rastgele olarak her grup icin alt1 sican secildi. Ugii ilag

grubu ve bir kontrol grubu olacak sekilde dort grup olusturuldu.



74

3.2.2 Etken Madde Uygulamalan

RT sonrast 0. giin olarak kabiil edildi. RT sonrasi 1. giinde ilag uygulamalari

basladi. Ardisik 3 hafta boyunca devam etti.

3.2.2.1 PEG-SOD ve PEG-Katalaz uygulamalar:

Soguk zincirde temin edilen polietilen glikollu Cu /Zn SOD ve katalaz
enzimleri, uygulama giinlerine kadar — 15 derecede saklandi. Uygulama zamanindan 30
dakika kadar dncesinde saklama tinitesinden ¢ikartilan SOD 1mgr/ flk , steril sartlarda 3
ml serum fizyolojik ile karistirildiktan sonra 5 dakika 34 derece kiivezde uygun
sicakliga getirildi. Katalaz 2 mgr/flk , 3ml serum fizyolojik ile karigtirildiktan sonra 5
dakika 34 derece kiivezde 5 dakika bekletildikten sonra her ilagtan 0.5 ml toplam 1 ml
intraperitoneal yoldan SOD-Katalaz grubundaki siganlara verildi. Haftada bir olarak
PEG-SOD 1 mgr/kg , PEG-Katalaz 2 mgr/kg’dan 3 kez verildi. ila¢ uygulamalarinin

disindaki gilinlerde giinasir1 1 ml serum fizyolojik verildi.

3.2.2.2 N Asetil Sistein (NAC) uygulamalari

Kullanima hazir ampulde temin edilen N asetil sistein kullanildi. RT sonrasi 1.
giinde 300 mgr/kg’dan giinasir1 olacak sekilde 3 hafta boyunca verildi. 1 ampul NAC,
34 derecede kiivezde 5 dakika bekletildikten sonra 0.5 cc’si 0.5 cc serum fizyolojik ile
sulandirilarak intraperitoneal yoldan verildi. Doz literatiirdeki siganlar iizerindeki
farmakolojik calismalara bakilarak ayarlandi. Sprong ve ark. ¢alismasinda W.Albino
cinsi sicanlarda 275 mgr/kg/2 glinde , 550mgr/kg/2 giinde ve 950 mgr/kg/2 gilinde
kiyaslanmis. 275 mgr/kg/ 2giinde inflizyon halinde verilen NAC endotoksin ile
olusturulan oksidatif stress  ve akciger hasarinda yeterli anti oksidan etki
olusturabilirken, doz arttirrmi ile verilen yiiksek dozlarda mortalitenin arttig

gosterilmistir(76). Bu yiizden en optimal doz giin asir1 300 mgr/kg olarak belirlendi.
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3.2.2.3 Rapamisin Uygulamalar

Rapamisin (Sirolimus) 1 mgr’lik tabletler halinde temin edildi. Oral gavaj yolu
ile verilebilmesi i¢in distule suda eritilmeye calisildi. Suda eritilemeyen vedistile su ile
heterojen bir karisim elde edilmesi iizerine oral soliisyon elde etmek i¢in phosal 50pg
soliisyonu (fosfatidilkolin, propilen glikol, gliserid, etanol, soya yag asitleri) kullanildi.
1 mgr’lik tabletler toz hale getirildikten sonra 1ml phosal soliisyonu igersinde eriyik
hale getirildi. 34 derece kiivezde 5 dakika bekletildikten sonra giinagir1 oral gavaj ile
siganlara verildi. Sicanlarda 0.5 mgr/kg/giin rapamisin dozu literatiirde bir¢ok
calismada kullanilmis, etkinligi gosterilmis ve de tolere edilen yan etki profili ile takip
edilmistir (71, 72, 77). Oral gavaj yolu ile ilag uygulanmasi , si¢anlar i¢in mortaliteyi
arttiran bir islemdir, hayvan kaybini azaltmak i¢in giinlik doz sabitlenerek (0.5

mgr/kg/giin ) 3 hafta boyunca giinasir1 gavaj uygulamasi yapilmaistir.

3.2.4 Sicanlarin Kilo Takibi

RT aninda ve sonrasinda haftalik kilo takipleri DETAE’dan temin edilen hassas
terazi ile yapilmis ve kaydedilmistir. RT sonrasi 3. haftada exitus olan kontrol grubu 6
nolu sig¢an ile RT sonrasi , 2. intraperitoneal SOD-Katalaz uygulamasi esnasinda exitus

olan SOD 6 nolu siganlar i¢in kilo takip grafikleri olusturulmamastir.
3.2.3 Sicanlarin Ates Takibi

RT sonrasinda haftalik ates takipleri icin DETAE’nde proje oOncesinde bir
siganda , bilinen yontemler ile ates Olclilmesi denenmistir. Is1 probu rektal yolla
uygulandiktan sonra yaklasik 2 dakika kadar beklenildikten sonra Ol¢liim
yapilabilmistir. Morbiditeyi arttirilacagt ve uzun siirmesi nedeniyle efektif dl¢limler
yapilamayacagi distliniilmesi iizerine , ates Olglimleri i¢in alternatif yoOntemler
degerlendirildi. Infrared ile calisan temassiz ates Olger (FT60, Beurer, Almanya)
kullanildi. Bu uygulamanin giivenilirligi ile ilgili 2008 yilinda alinmis bir uygunluk
sertifikas1 (Oeko Test, Almanya) bulunmaktadir. Bu sertifikada +/- 0.3 °C o6l¢iim
hassasiyeti bildirilmektedir. Tez dis1 siganlarda 20’e¢ yakin denemelerde mevcut
yontemler ile uyumlu bulunmasi lizerine tez c¢alismasinda kullanilmistir. Yukarida

belirtilen nedenlerle ex olan iki si¢an i¢in ates takip grafikleri olusturulmamastir.
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3.2.8 Sicanlardaki Fibrozun Bilgisayarh Tomografi ile Takibi

RT sonrasi ilag uygulamalar1 yapilan gruplar fibrozis olusmasi i¢in takip edildi.
Onaltinc1 haftada mortaliteyi azaltmak i¢in anestezi verilmeden siganlara uygun kaplar
hazirlanarak BT goriintiileri alindi.Gorilintii  kalitesini arttirmak icin FOV  degeri

kiiciiltiildii ve verilen radyasyon diisiik tutuldu ve 2 mm kesitli BT ler alind1

Literatiire uygun olarak 16. haftada ¢ekilen BT ’lerde Wiegman ve ark. tarif
ettigi RT sonras1t degisikliklerden diyafram elevasyonu, kalbin RT lojuna dogru
cekilmesi , yer yer yama tarzinda yogunluk artiglar1 ve fibrozis , gruplar bildirilmeden
bir radyolog tarafindan goriilmesine ragmen , verilen doz (Wiegman et al’a gore)
kismen daha diisik tutuldugundan , fibrozisin belirginlesmesi i¢in takibe devam

edilmesine karar verildi(75).

21. haftada rapamisin grubundan 6. nolu sicanin dogal yoldan eksitus olmasi
sebebiyle ornek akciger dokular eksize edilerek histopatolojik degerlendirme yapildi.
Fibrozis goriilmesi lizerine 22. haftada anestezi altinda 2mm ince kesitli BT goriintiileri
alindi. Tekrar radyolojik olarak gruplar bildirilmeden degerlendirildi (yok-grad 0,yama
tarzinda-grad 1, belirgin konsolidasyon-grad 2,birden fazla alanda yaygin
konsolidasyon-grad 3 olarak skorlandi) . Literatiirde tarif edildigi gibi BT lerde akciger
dokusu yogunluklar1 hesaplandi (Yogunluk i¢in min. -1000 ile max. +1000 arasindaki
matematiksel degerler olan Hounsefield degerleri olusturuldu) (75). Daha once
belirtilen bulgulara ek olarak artik fibrozisinde belirgin olarak gézlenebilmesi sebebiyle

22. haftada deney sonlandirildi.

3.2.9 Histopatolojik inceleme

RT sonrasi 3. haftada exitus olan kontrol grubu 6 nolu sican ile RT sonras1 2.
intraperitoneal SOD-Katalaz uygulamasi esnasinda exitus olan SOD 6 nolu sicanlar
disinda kalan 4 gruptan 22 sican, RT sonrasi fibrozis olusmasi i¢in gecen 22 hafta
sonrasinda , sakrifiye edildi. Tiim toraksa vertikal bir insizyon sonrasi gogiis kafesi
acildi. Trakea lojundan baslayarak bilateral akcigerler ve kalp blok halinde eksize
edildi. Akcigerler ve kalp hassas terazide tartildiktan sonra % 10’luk tamponlanmis
formalin ¢ozeltisinde fiksasyon igin bekletildi. Iki haftalik bir fiksasyon siirecinden

sonra doku numunelerinden 2mm kalinliginda 3’er dilim alinarak rutin doku takibinden
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gecirildi. Parcalardan hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 5.7 p kalinhigindaki
kesitler hematoksilen eosin ile boyanip 151k mikroskopisinde incelendi. Fibrosis
degerlendirmesi i¢in Ascroft skalasi kullanildi. Bu skala i¢cin Alveolar septa, akciger
yapilarindaki degisiklikler, 16kosit infiltrasyonlari, damarsal yapilardaki degisiklikler,
akciger 6demi degerlendirildi (78). Kollajen depositleri goriintiilemek i¢in Mason
Trichrome ile boyandi. RT’ye sekonder akciger fibrozisi patogenezinde TGF p’nin
rollinii degerlendirmek i¢in preparatlar TGF B antikoru ile immiin boyama yapildi.
Degerlendirme sirasinda gergek boyutlar1 daha hassas bir bigimde degerlendirebilmek

icin ‘Olympus Analysis 5 sistemi kullanildi.

3.2.10 Elektron Mikroskopisi

Deney hayvanlar1 sakrifiye edildikten sonra , akciger dokularindan alinan
yaklagik 1 mm3’luk pargalar, stabilizasyon i¢in % 2.5’lik gluteraldehit solusyonuna
konulmustur. Kirksekiz saatlik tespit siiresinin ardindan rutin post fiksasyon ve takip
islemlerine alinmistir. Bloklanan materyal sonrasinda ultramikrotom ile 60-80
nanometrelik kesitler alinmistir. Ince kesitler uranil asetat ve kursun sitrat ile

kontrastlandiktan sonra transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ile degerlendirilmistir.

3.2.11 istatistiksel Analiz

Bu c¢alismada amaglanan deneysel olarak olusturulan akciger pndémoniti ve
fibrozu tizerinde eksojen verilen {i¢ etken maddenin etkinliginin degerlendirilmesidir.
Ug etken madde ayr1 ayr1 kilo degisimleri, ates degisimleri, BT konsantrasyon takibi,
akciger doku yogunluk Olgiimleri ve patolojik fibrozis ve inflamasyon bulgular
acisindan degerlendirildi. SPSS (SPSS Inc, USA) programi yardimiyla, siklik
tablolarinin tek yonlii ANOVA, Fisher Chi-kare testleri kullanilarak analizleri yapildi.
Anlamlilik farki olarak p=0.05 sinir deger olarak kabul edilmistir.
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BULGULAR

5.

4.1 Kilo Takibi

Takip edilen siganlarin DETAE’de yapilan haftalik oOlglimleri Tablo 5°te

verilmistir. RT sonras1 birinci haftada sicanlarin ortalama agirligi 171.7 gr iken, yirmi

iki hafta sonrasinda 218.6 gr olmustur. Rastgele se¢im sonrasinda 1. haftada, SOD

grubu ortalamasi 172.2 gr; Kontrol grubu ortalamasi 175 gr; NAC grubu ortalamasi

166.7 gr; Rapamisin grubu ortalamasi ise 173.6 gr’dir. RT sonrasi 22. haftada gruplarin

agirlik ortalamalari, SOD grubu 224.8 gr (artis orani 1.30); Kontrol grubu 220.2 gr(artis

orani 1.26); NAC grubu 213.5 gr(artis oran1 1.28); Rapamisin grubu ise 217.3 gr(artis

orani 1.26)’dir. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli fark saptanmamaistir.

1.hf 164 (184 1176 (179|172 (182|163 |176 (172|168 [161 [165 [167 [174|1170 [163 |168 164 |181 [177 |179|173
2.hf 169 197|180 [183 |174 (187|176 |183 [178 [174 [165 [168 172|176 |178 [174 |179 165 [180 [178 |185 [183
3.hf 174 205|184 [185|179 (195 [174 |182 {184 [178 [170 [174 [177 [182 |188 [176 |183 |171 |183 [185 |189 [185
4.hf 173 [208 1197 [191 |189 (197 [179 |196 185 [184 [183 [182 [182 [187 |187 [179 |185|176 [188 [195 |199 |201
5.hf 185 [215 1204 [205 |1196 [206 [184 [195 [197 [188 [187 [192 [194 [199 |188 [182 |187 |185 |[189 [208 [210 [205
6.hf 188 (212 1202 [206 |198 (209 [187 |202 {198 [193 [185 [189 [192 [200 |196 [178 |193 [188 [212 [206 [209 |203
7.hf 180 209 |187 [197 |200 {212 [184 206 [203 [199 [185 [190 [194 |196 |193 [185 |189 |191 [216 211 [207 |204
8.hf 187213 |1193 [207 |205 (214 |189 215 [201 |201 [191 [192 [196 |199 |198 [191 [195 |199 [211 [220 [212 207
9.hf 193219 [196 [205 203 |217 |201 [213 |200 [204 |201 |197 [198 [207 [201 [195 |198 |194 [213 [207 [217 [213
10.hf 196 221 204 211|210 [224 199 217 [209 [209 |203 [203 [209 [203 [205 |187 [204 [196 [223 [209 [211 [209
11.hf 197220 211 [215]206 {218 [195 211 [206 |205 [196 [199 [198 [207 |202 [186 |201 |197 217 [212 [215 |208
12.hf 196 [222 1214 [219 ]205 216 |197 |212 [202 207 [197 [199 [199 [210 |205 [193 |204 |199 [215 210 [213 209
13.hf 19721 215217208 [219 {199 215 [206 [210 |195 [203 |204 [214 [206 |192 [205 [201 [217 [218 [216 212
14.hf  |201 225219 [221 |207 |225 |201 [217 209 212|196 |202 [206 |213 [208 |196 {204 [203 |219 [212 213 [210
15.hf  |204 229 218 [227 |209 |229 [203 [224 211 [211 |198 |206 [208 |217 [209 [201 (208 [204 221 [213 |217 [214
16.hf 199229 216 [227 209 [229 [205 221 [215 [216 |197 [208 [210 [219 [209 [203 [208 [203 [220 [212 [219 [217
17.hf  |201 26 213 21210 (230 211 225 [216 [217 207 [210 212 [217 210 [200 [211 [202 [221 [217 [220 [214
18.hf  |200 228 |215 [229 |217 |234 |204 [229 [227 220|203 207 [209 |221 [208 206 (213 [205 |227 [211 |220 [215
19.hf  |210[229 225 [223 |214 |238 |202 [234 [223 225|210 |211 [216 |229 205 [204 220 [207 |223 [209 |223 [216
20.hf  [204[232 211 [225[210 232|209 [230 [219 [219|199 214 [217 |225 [208 |210 [211 [209 [228 [216 [218 [214
21.hf 2051233 [223 226 211 |229 |209 [227 |223 217 |201 217 216 228 [213 211 |213 201 [226 211 [223 216
22.hf 201236 [218 |232 214|239 |208 [229 |225 [223 [199 215 [218 229 [214 [206 |213 [205 [228 |214 [226 [218
Hafta Kontrol SOD NAC Rapamisin

gisimleri

we

Tablo 10 Sicanlarin Gram/Hafta De
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4.2 Ates Takibi

RT sonrasinda iki haftada bir temassiz ates dlger ile tiim gruplarin ates 6lgiimleri

yapildi. Tiim gruplarin 6l¢timleri tablo 6’da verilmistir.

Haftalar 2. 4. 6. 8. 10. 12. 14. 16. 18. 20. 22.
Kontrol 30,20 | 30,7 316 | 323 | 32,7 | 326 | 324 | 326 32,8 | 33 32,7
29,60 | 29,9 | 30,7 31,2 | 31,6 | 32 31,9 | 321 322 | 321 | 32,5
29,80 | 299 304 | 31,3 | 31,8 322 | 321 | 324 323 | 326 328
30,40 | 30,5 | 30,9 32 32,1 | 325 | 323 | 322 | 32 32,1 | 31,9
30,10 | 30,5 31,1 | 319 | 322 321 | 324 | 32 32,2 | 321 | 324
SOD 30,2 30,3 | 30,5 30,8 31,1 | 30,8 304 304 | 30,2 | 30,1 | 29,9

29,6 29,8 | 30,2 | 30,5 30,3 | 306 | 30,7 304 306 305 303
30,1 30,2 | 30 30,1 304 30,7 30,3 30,6 305 30,7 | 30,6
29,2 29,5 | 30,3 | 30,5 30,7 | 305 | 30,1 30,1 | 30,8 | 30,3 | 29,9
30,6 30,5 | 30,7 | 30,8 | 30,9 31 31,3 | 30,9 | 31 30,8 | 30,7

NAC 30,00 | 30,2 30,7 309 | 31,1 | 30,9 | 306 | 31,1 | 30,9 | 31 31,4
30,10 | 30,4 | 30,8 | 31 30,8 | 30,9 | 31 31,2 | 31 30,6 | 30,5
29,70 | 296 30,4 | 30,7 | 30,5 308 311 | 314 313 | 31,1 309
29,50 | 299 308 311 | 313 312 309 | 30,7 30,6 | 30,8 30,7
29,90 | 30,3 | 30,9 | 30,5 | 30,8 | 30,6 303 | 302 | 30,3 | 30,5 | 30,6
30,20 | 30,6 | 30,6 | 309 | 30,8 | 312 | 309 | 306 | 299 | 30,7 | 30,3
Rapamisin | 29,70 | 30,3 | 31 31,8 | 321 | 323 | 325 | 32,7 | 32,1 | 325 | 32,6
29,80 | 30,1 31,3 | 31,7 | 323 322 | 323 | 321 | 323 | 32,7 | 325
30,30 | 30,3 31,7 | 314 | 319 325 | 32,7 | 324 326 | 328 327
30,50 | 30,5 315 | 318 | 326 326 324 | 323 321 | 323 | 324
29,70 | 30,7 | 30,9 | 323 | 32,6 | 324 | 32,7 | 328 | 32,7 | 324 | 32,2
29,80 | 30,3 30,7 | 31 31,7 | 32,7 | 32,6 | 326 | 32,7 | 325 | 32,7

Tablo 11 Ates Ol¢iimleri
Kontrol Grubu: Tiim deney hayvanlarinda, NAC ve SOD grubuna gore 6.

haftadan itibaren belirgin artislar goriildii. En yiiksek ates 20. haftada 33 °C oldu. Ates
cizelgesi Sekil 14°da gosterilmistir.
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3400

33,00 |

12.00 e (e 3
z 21.00 et 3
< 30.00

29.00 B | e &

28.00 —— et 5

27.00

Haftalar

Sekil 23 Kontrol Grubu Ates Cizelgesi

SOD Grubu: Takiplerde pnémonit diisiindiirecek yliksek atesler goriilmedi. En
yiiksek ates 14. haftada 31.3 °C oldu. Ates cizelgesi Sekil 15°de gosterilmistir.

31.50

31,00 = —— Dened |
m‘aﬁﬁﬂ === e
o 30,00 Tk 3
< 2950

28,00 e T,

28,50 = Dk 3

28,00

Haftalar
Sekil 24 SOD Grubu Ates Cizelgesi

NAC Grubu: SOD grubuna benzer sekilde pndmonit diisiindiiren yliksek ates
veya ani artiglar goriilmedi. En yiiksek ates 31.4 °C ile 16 ve 22. haftalarda goriilmiistiir
(Sekil 16).

32,00
31.50
1,00
§ 30,50
30,00
2850
23,00
28,50 +

Haftalar

Sekil 25 NAC Grubu Ates Cizelgesi
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Rapamisin Grubu: Kontrol grubuna benzer, NAC ve SOD gruplarina gore
belirgin sekilde yiiksek atesler gozlenmistir. 6. haftadan itibaren artan, dik egimli ates
cizelgesi gozlendi (Sekil 17). En yliksek ates 16. haftada 32.8°C olarak dlgtldii.

33,50
33,00
32,50 ] =

32,00 P = —— Dk |
=

31,50 [ P -
::}'gg ' /(—74;‘]—”' Demek 3
30,00 r___,.;;"‘ Demek 4
20,50
29,00
28,50
28,00

—— ek 5

Haftalar

Sekil 26 Rapamisin Grubu Ates Cizelgesi

Tim gruplarin ates 6l¢iimleri siitun grafigi seklinde Sekil 18’de verilmistir. Tiim
gruplarda RT sonrasi ates Ol¢limlerinde yilikselme goriiliirken, bu yilikselme 6. haftadan
itibaren istatistiksel agidan anlamli bir hale gelir (p=0,004). Kontrol ve Rapamisin
gruplarinda bu artis daha belirgindir. 6. haftadan itibaren NAC ve SOD gruplar ile
kontrol ve rapamisin gruplar1 arasindaki fark artar. 6. haftada SOD grubu; kontrol
grubuna gore ( p=0,001, %95 CI 0.420 - 1.267) ve Rapamisin grubuna gore (p=0,011,
%95 CI -1.042 - -0.158 ) anlamli sekilde daha diisiik ateslidir. Sekizinci haftadan
itibaren hem NAC grubu ; kontrol grubuna ( p=0,001, %95 CI -1,356- -0.424 ) ve
rapamisin grubuna ( p=0,011, %95 CI -1.042 - -0.158 ) gore anlaml sekilde diisiik ates
Olciimlerine sahiptir hem de SOD grubu; kontrol grubuna ( p=0,001, %95 CI -1.592 - -
0.661 ) ve rapamisin grubuna (p=0,0001, %95 CI -1.686 - -0.714 ) gore anlaml1 sekilde

daha diisiik ates 6l¢iimlerine sahiptir.
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32,5
32
31,5
-31
r30,5
-30
29,5
-29

Kontrol

Rapamisin
NAC

SOD

Sekil 27 Ates/ Haftalar (Tiim Gruplar)

4.3 BT ile Fibrozis Takibi

Wiegman ve ark. tarif ettidi; siganlarda RT sonras1 degisikliklerden diyafram
elevasyonu, kalbin RT lojuna dogru ¢ekilmesi , yogunluk artiglar1 ve fibrozis
degerlendirildi (yok-grad 0, yama tarzinda-grad 1, belirgin konsolidasyon-grad2, birden
fazla alanda yaygin-grad 3 olarak skorlandi) (75).

Radyolojik olarak fibrozis en az NAC grubunda goriildii. Diyafram yiikselmesi
goriilmez iken kalp ¢ekilmesi bir siganda goriildii. SOD grubunda ise ortalama fibrozis
skoru biraz daha yiiksek iken diyafram yiikselmesi ya da kalp ¢ekilmesi gozlenmedi.
Kontrol ve Rapamisin gruplarinda fibrozis belirgin olarak daha fazla goriiliirken
diyafram yiikselmesi kontrol grubunda bir siganda, rapamisin grubunda ise iki sicanda
gozlendi. Kalp c¢ekilmesi ise her iki grupta da yaygin bir sekilde dorder sicanda gozlendi
(Tablo 7, 8 ). Rapamisin grubu ii¢ sicanda buzlu cam goriintiisii ile beraber RT
alanlarinin disinda da 6zellikle periferik alanlara lokalize yama tarzinda fibrozis alanlari

izlendi.
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No | Fibrozis | Diyafram Kalp Cekilmesi
Yiikselmesi

Kontrol 1 2 - 1
2 3 - 1
3 2 - -
4 2 - 1
5 3 1 1
SOD 1 2 - -
2 1 - -
3 2 - -
4 1 - -
5 2 - -
NAC 1 1 - -
2 1 - -
3 1 - -
4 2 - 1
5 2 - -
6 1 - -
Rapamisin 1 2 - -
2 1 - -
3 3 1 1
4 2 - 1
5 3 1 1
6 2 - 1

Tablo 12 Sicanlarin Radyolojik Degerlendirmesi

Yapilan istatistiksel analiz sonrasinda fibrozis ve diyafram ylikselmesi
bulgularinda anlamli fark saptanmaz iken kalp c¢ekilmesi SOD grubunda; kontrol
grubuna gore (p=0.010) ve rapamisin grubuna goére (p=0.022) anlamli sekilde az

gOrilmiistiir.



Kontrol SOD | NAC Rapamisin

Fibrozis 1 0 2 4 2
2 3 3 2 3
3 2 0 0 2
Diyafram 0 4 5 6 4
Yiikselmesi
1 1 0 0 2
Kalp Cekilmesi 0 1 5 5 2
1 4 0 1 4
Toplam 5 5 6 6

Tablo 13 Radyolojik Bulgular ve Dagilim

Toplam

11

19

13

22

&4

BT goriintiileri lizerinde ayrica Wiegman ve ark. calismasinda tarif edildigi

tizere yapilan yogunluk hesaplamalar1 Tablo 9’da verilmistir. (75).



Kontrol

SOD

NAC

Sag Akc.
-226
-221
-168
-315
-326
-481
-354
-245
-532
-489
-449

Sol Akc.
-611
-611
-418
-469
-506
-624
-598
-397
-649
-582
-517
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