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OZET

Bu ¢alismada radyasyonla hasarlanmis kemiklerde Kemik mineral yogunlugu, kemik
mineral igerigi ve kortikal kemik kesit alan1 gibi geometrik ve maksimum deformasyon
miktari, maksimum kuvvet, sertlik, kemikte depolanan enerji, elastik modiil,
dayaniklilik, maksimum zor ve maksimum zorlama gibi biyomekanik parametrelere

melatoninin radyoprotektif etkisi amifostinle karsilastirmali olarak arastirildi.

Bu amagla 40 adet disi Sprague Dawley sican kullanilmistir. Hayvanlar bes gruba;
kontrol grubu (K; n=8; serum fizyolojik, 1 ml i.p), radyasyon (R; n=8; serum fizyolojik,
1 ml i.p), radyasyon+melatonin 25 (R+M25; n=8; 25 mg/kg i.p), radyasyon+melatonin
50 (R+M50; n=8; 50mg/kg i.p) ve radyasyon+amifostin (R+WR; n=8; 200mg/kg i.p)
seklinde ayrilmistir. R, R+M25, R+M50 ve R+WR gruplarina ait sigcanlarin sol
bacaklarina tek doz 50 Gy gamma radyasyon uygulandi.

Hayvanlarin haftalik canli agirhik artislarina bakildiginda radyasyon gruplarinda (R,
R+M25, R+M50 ve R+WR) canli agirlik 6nemli Olgliide azalma gostermistir. Deney
stiresince kontrol grubu sicanlarda femur bolgesinde herhangi bir degisim goriilmedigi
halde, radyasyona maruz kalan sicanlarda ¢ok fazla kil dokiilmesi ve deri lezyonlari

tespit edildi.

Dort haftalik deney siiresinin sonunda her si¢anin sol femurlar1 alinarak dansitometrik
ve biyomekanik yontemler kullanilarak Olgiimler gerceklestirildi. Kemik mineral
yogunlugu ¢ift enerjili X 1smnlar1 absorbsiyometrisi ile kortikal femurun kesit alani ise

bilgisayarli tomografiyle ol¢iildii.

Yapilan dl¢limlerde, R grubunun KMY degeri K grubuna gore azalis (P<0.05), R+M25
grubunun KMY degerleri ise hem R hem de K grubuna gore artig (P <0.05) gdsterdi.
R+M50 ve R+WR gruplariyla K grubu arasinda KMY degeri bakimindan fark
saptanmadi. R+M25, R+M50 gruplarinin KMI degerlerinin ile K ve R gruplar arasinda
istatistiksel olarak fark saptanmamakla birlikte, R+WR grubunda R grubuna gore artis
(P<0.05) istatistiksel olarak 6nemli bulundu.



Biyomekanik analizler sonucunda, R grubunda elastik modiilii hari¢ biitiin
parametrelerde K grubuna gore azalma saptandi (P<0.05). R+M25 ve R+MS50
gruplarinda maksimum deformasyon, maksimum kuvvet, dayaniklilik, zor ve zorlama
parametreleri K grubuna gore istatistiksel olarak ©onemli azalma, ancak R+M25
gurubunun maksimum deformasyon, maksimum kuvvet, sertlik ve depolanan enerji
parametreleri R grubuna gore ise artis gosterdi (P<0.05). Biitiin parametrelerde 50
mg/kg melatonin uygulamasinin 25 mg/kg melatonin uygulamasina gére daha az etki
gosterdigi saptandi. R+WR gurubunda maksimum deformasyon, maksimum kuvvet,
enerji ve dayaniklik parametreleri R grubuna gore artma gosterdi. Ancak, elastik modiil
ve dayaniklilik parametreleri K grubuna artma, maksimum kuvvet ve sertlikte ise

azalma goriildii ( P<0.05).

Bu sonuglara gore, radyasyon uygulanmasinin sicanlarda kemik kalitesini diisiirdiigi,
melatonin ve amifostinin ise kemik kalitesini yiikseltilmesinde olumlu katkilarda

bulundugu saptandi.

Anahtar kelimeler: Rat, Melatonin, Gamma radyasyon, femur, kemik yogunlugu,

biyomekanik, morfometrik.



ABSTRACT

In this study, the radio-protective effects of melatonin on the radiation-damaged bones
were investigated comparatively with the amifostin. For this purpose some
biomechanical parameters of bones such as the ultimate displacement, ultimate force,
stiffness, energy absorption capacity, young modulus, toughness, ultimate stress,
ultimate strain and some geometric parameters such as bone mineral density, bone

mineral content and cortical area of bone were investigated.

Fort this purpose, 40 female Sparague Dawley rats were used. Animals were divided
into 5 groups. These are control group (C; n=8: saline, 1 ml i.p.), radiation (R; n=8;
saline, 1 ml i.p.), radiation + melatonin 25 (R+M25; n=8: 25 mg/kg, i.p.), radiation +
melatonin 50 (R+M50; n=8; 50 mg/kg i.p.) and radiation + amifostisin (R+WR; n=8;
200 mg/kg i.p.). A single dose of 50 Gy gamma radiation was exposed to the left legs of
the rat groups of R, R+tM25, R+M50 and R+WR.

Looking at a weekly live weight of animals, a significant reduction was observed in
body weight of radiation groups (R, R+M25, R+MS50 and R+WR). During the
experiment, no any changes in the femur area of control group but much hair loss and

skin lesions have been seen in rats that radiation treated.

At the end of a four-week of experiment, measurements were done on the left femur of
each rat using biomechanical and densitometric methods. Bone mineral density was
calculated by dual energy X-ray absorptiometry, while the cortical area of bone was

measured by computed tomography.

In the measurements, BMD value of group R showed a decrease according to K group
(P<0.05), while BMD value of R+M25 showed an increase both according to R and K
groups (P<0.05). No any differences obtained between R+M50 and R+WR groups with
K groups. Although BMC value of R+M25 and R+M50 groups showed no significant
differences between K and R groups, R+WR group showed significant differences

according to R group (P<0.05).

Vi



In the result of biomechanical analyzes, all parameters except for the young modulus of
the R group, a decreasing were observed (p <0.05). R+M25 and R+M50 groups, the
parameters such as ultimate displacement, ultimate force, stiffness, and ultimate stress,
ultimate strain were decreased according to K group but the ultimate displacement,
ultimate force, toughness and energy absorption capacity parameters for R+M25
according to R group were increased statistically (p <0.05). In the all the parameters,
application of 50 mg/kg of melatonin showed less effects compared to those given for
25 mg/kg of melatonin were observed. In the R+WR group, the ultimate displacement,
ultimate force and energy absorption capacity increased those compared to R group,
while the young modulus and toughness increased, Ultimate force and stiffness showed

decreasing according to K group (p <0.05).
According to these results, radiation treated to the rats reduce the bone quality; however
application of melatonin showed a protective effect on bone structure same as

Amifostin application.

Key Words: Rat, Melatonin, Gamma radiation , femur, bone density, biyomechanic,

morphometric.
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1. GIRIS

Radyasyon sonrast sistemik hasar, 6zellikle reaktif oksijen atom ve molekiillerinin asir1
tiretimine, dokularin pro-oksidant/anti-oksidant dengesinin degismesine; protein, lipit ve
DNA oksidasyonuna bagldir (1). Iyonize radyasyona maruz kalan hastalarin, iyonize
radyasyon sonucu olusan serbest oksijen radikallerini temizlemede endojen radikal
stipliriicii sistemlerinin yetersiz kalmasi sonucu ekzojen antioksidan tedavisiyle organ ve
sistemlerinin korunmasini amaglayan caligmalar temel alinarak, son zamanlarda kanser

tedavisinde antioksidanlar ve tiirevlerinin kullanilma ihtimali arastirilmaktadir (2).

Bu hasarlarin etkilerinin azaltilmasi veya tamamen giderilmesi i¢in melatonin (N-[2-(5-
methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl]) acetamide, Siiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Glutatyon-S-Transferazlar(GST), Glutatyon Rediiktaz
(GR) gibi enzimatik ve Glutatyon (GSH) ile vitaminler (A, C, E) gibi enzimatik
olmayan antioksidan maddeler kullanilmaktir (3, 4). Melatoninin en zararli serbest
oksijen radikali olan OH" radikalini ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir antioksidandir (5).
Kiraz gibi bircok bitki melatoninin 6nemli kaynaklaridir (6, 7) ve pineal bezden
sirkadiyan bir ritimde ve karanlikta salgilanan melatonin hormonu viicudun diger kisimlarma
zaman sinyalleri gondererek, giiniin ve yilin farkli zamanlarma bagh fizyolojik siklusun

diizenlenmesinde gorev alir (5, 8).

Son yillarda melatoninin en etkili antioksidan oldugu ileri siiriilmektedir (3, 4, 7, 9).
Melatoninin glutatyona ve E vitaminine gore daha etkili bir antioksidan oldugu (10) ve
travmatik beyin yararlanmalarinin neden oldugu oksidatif hasarlarda koruyucu etki
yaptig1 belirtilmektedir (11). Melatonin giiglii antioksidan etkisinin yanisira ayrica noral
dokuda glutatyon peroksidaz aktivitesini de artirmaktadir. Beyin, glutatyon aktivitesinin
gece yiiksek olmasi yiiksek melatonin diizeyi ile yakindan ilgilidir (12). Melatonin iyonize
radyasyon etkisine kalarak organ yaralanmalar1 ve oksidatif strese karsi radyoproktektif
etki gostermektedir (13). Bu nedenle son yillarda deneysel modeller kullanilarak cesitli
dokularda melatoninin radyasyon hasarina karsi koruyucu etkisini gosteren caligsmalar
bulunmaktadir (3, 4, 7, 10, 14, 15, 16, 17, 18). Yiiksek dozlardaki serbest radikal

koruyuculari, biyomekanik olarak oldukg¢a stabil kemik greftleri olusumuna katk:



yapmaktadirlar. Bu nedenle radioprotektif koruyucu olarak da yaygin olarak
kullanilmaktadirlar (16).

Ancak melatoninin kemik radyasyon hasar1 ile olusan biyomekanik parametreler
lizerine koruyucu etkileri lizerine arastirmalar bulunmamaktadir. Amifostin klinikte
radyasyon hasarina karsi normal dokular i¢in koruyucu etkisi kanitlanmis rutinde
kullanilan koruyucu tek ilagtir. Amifostin, radyoprotektif etkisini, radyoterapi ile olusan
serbest radikalleri temizleyerek ve hidrojen vermesi sayesinde serbest radikallerin
olusturdugu DNA hasarin1 onararak gosterir. Amifostinin dokularda WR-1065 ve diger
tiyol metabolitlerine dontiserek dokulari kemoterapiye bagli DNA hasarindan korudugu
sanilmaktadir. Yeni radyoprotektiflerin gelistirilmesi amaciyla yapilan arastirmalarda
Ozellikle amifostinin en yliksek koruyucu etkiye sahip oldugu saptanmistir (19, 20).

Klinikte 151n tedavisi dncesi hastalara uzun yillardir kullanilmaktadir (21).

Bu calismada radyasyonla hasarlanmis kemiklerde Kemik mineral yogunlugu, kemik
mineral igerigi ve kortikal kemik kesit alan1 gibi geometrik ve maksimum deformasyon
miktar;, maksimum kuvvet, sertlik, kemikte depolanan enerji, elastik modiil,
dayaniklilik, yield displacement, maksimum zor ve maksimum zorlama gibi
biyomekanik parametreler kullanilarak melatoninin koruyucu etkisi arastirilmistir. Bu
koruyucu etkisinin Amifostinle karsilastirilmasi klinik kullanim agisindan 6nemli
bilgiler icerdigi gibi kemik kalitesi lizerine melatonin ve amifostinin karsilagtiritlmasi

melatonin etkinliginin kanitlanmasi agisindan da énemlidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Radyasyon

Radyasyon, dogal ya da yapay radyoaktif niikleuslarin kararli yapiya gecebilmek igin
disart saldiklar1 hizli pargaciklar ve elektromanyetik dalga bicimindeki enerji yayimi ya
da aktarimidir. Genelde atom numarasi 83’ten biiyliik atomlar radyoaktif olmakla
birlikte, daha kii¢ilk atom numarali atomlarin izotoplar1 da (benzerleri) radyoaktif
olabilir. Radyasyon, iyonize ve iyonize olmayan olarak iki gruba ayrilir (22, 23, 24)
(Sekil 2.1)

ivonlagtirici olmayan
radyasyon

Radyasyon

Dogrudan iyonlagtine: (Ydkld parcaciklar
elektronlar, protonlar vs..

iyonize Radyasyon
\ Dolayl iyonlastirici (N&tr pargaciklar)

fotonlar ve nétronlar

Sekil 2.1.Radyasyonun siniflandirilmasi (22)

2.1.1. iyonize olmayan radyasyon

Kiitlesiz elektromanyetik dalga seklinde olan radyasyondur. iyonize olmayan radyasyon
tipleri radyo dalgalari, mikrodalga, kizil 6tesi 1smlar, goriinen 151k (kirmizi, turuncu,
sar1, yesil, mavi, mor) ve mor &tesi 1sinlar olarak bilinmektedir (25, 26, 27).Iyonize
Olmayan Radyasyon giines veya yildirim gibi dogal kaynaklardan ya da kablosuz
yayinlar, endiistriyel, bilimsel ve medikal uygulamalar gibi insan aktivitesinden

yayilmaktadir (27).

2.1.2. Iyonize radyasyon

Iyonize radyasyon bir ortama veya biyolojik sisteme girdiginde ortamdaki atomlara
carparak elektron koparirlar (iyonlagsma) veya carptiklart atomlarin elektronlarini
koparamasalar bile daha yiiksek enerji seviyesine atlatirlar (uyarilma). Iyonize
radyasyon, partikiil (alfa ve beta parcaciklari, ndtronlar) ya da dalgalarin (x 1s1ni,

gamma 151n1) atom veya molekiillerden elektron koparmasi ile enerji salinimi ya da
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transferidir. Buna bagli atom ya da molekiil pozitif yiiklii hale gelir. Iyonize radyasyon
iceren radyolojik goriintiileme araclari, bilgisayarli tomografi (BT), anjiyografi,
floroskopik tetkikler, mammografi, intravenéz pyelografi IVP ve diiz rontgenlerdir.
Niikleer tip ¢alismalar1 da iyonize radyasyon igermektedir. Diger tanisal araglar olan
ultrasonografi, doppler ultrasonografi ve manyetik rezonans gorilintiilemede iyonize
radyasyon kullanilmaz (22). Iyonlasma ve uyarilma olay1 iyonize radyasyon enetjisinin

ortam tarafindan absorlandigini gosterir.

2.1.3. Iyonize radyasyon tipleri
Iyonize radyasyonun iki tipi bulunmaktadir. Bunlar;

1. Elektromanyetik Radyasyon: X 1sinlar1 ve gamma 1sinlarindan olusur.

2. Parcacik Tip Radyasyon: Alfa (o) pargacigi, beta () parcacigi, nétron,

proton, pimeson, agir iyonlardan olusur.

Elektromanyetik radyasyon dalga hareketinin dalga boyu ve bir noktadan gegen
dalgalarin sayis1 (frekansi) ile dalganin hizin1 bulabiliriz. Bu veriler ile elektromanyetik

dalga tiplerini birbirinden ayirabiliriz (22)

X 1smlar: Atom ¢ekirdeginden yayilmaz. Elektromanyetik dalgalardir. X 1sinlari
maddeye giren elektron maddenin atom niikleuslar1 tarafindan frenlenerek bir enerji

aciga ¢ikmasiyla olusur.

Gamma Isinlari: Gamma 1sinlar elektromagnetik dalgalardir. Radyoaktif bir ¢ekirdegin
kararli hale gecerken agiga cikan enerji fazlasinin niikleustan disar1 atilmasiyla olusur.
Atom c¢ekirdegindeki fotonlar tarafindan yayilmaktadir. Gamma Radyasyon hayli
enerjik olup etkilesim olmaksizin insan viicudundan belirli bir kism1 gecebilecek kadar
penetrandir. Fotonlarin yaklasik %751 hedef dokunun atomlariyla etkilesime gegerek

enerji kaybederler (22).

Gama 1s1nlarinin dalga boyu 15181n dalga boyundan daha kisa olmasina ragmen 151k gibi
fotonlardan olusur ve 151k hiziyla yayilir. Atom ¢ekirdeginden bir alfa veya bir beta
parcacigl ayrildiktan sonra cekirdekte fazladan enerji olusur. Gama 1ginlari, atomun

fazladan sahip oldugu enerjiyi ¢ekirdeginden ayirmasindan olusur. Yiiksek enerji



seviyesine sahip olan atom c¢ekirdeginin yapisi kararsiz olur. Kararl bir yapiya sahip
olmak i¢in ¢ekirdekten enerji ayrilir. Gama 1sinlar1 ¢ekidekten ayrilan elektromanyetik
enerjidir. Enerji seviyesi yiiksek olan baryum atomu kararsiz yapilidir ve bu enerjiyi

gama 1s1nlar1 seklinde ¢ekirdeginden ayirir.

2.1.4. Gamma radyasyon ve etkileri

Son yillarda modern radyoterapi teknikleri yaygin olarak kullanilsa da, radyasyonun
normal dokular iizerinde meydana getirdigi hasarlar1 tamamen ortadan kaldiramamaistir.
Iyonize radyasyon, hiicre i¢i molekiillerde ve daha &nemlisi genetik materyal olan
kromozomlarda (DNA) kimyasal baglarin kopmasina neden olmaktadir (22, 28).
Mutasyon olarak adlandirilan bu genetik hasarlar hiicre tarafindan tamir edilemez ise,
hiicreyi 6liime gotiiren siireci baglatan metabolik degisiklikler meydana gelir. Bu etki
nedeniyle iyonize radyasyonlar, devamli hiicre ¢ogalmasi ile kendini gosteren kanser
hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak, saglam doku hiicrelerindeki genetik

hasar hiicrenin o6liimiiyle sonuglanmazsa yillar sonra kansere neden olabilmektedir (22).

Radyasyona bagli ortaya ¢ikan erken ve geg etkileri tedavi etmek her zaman miimkiin
olamadig1 icin yan etki olusumunu Onleyebilecek ajanlarin gelistirilmesi 6nem
kazanmigtir. Ortaya ¢ikan hasarlarin biiylik oranda serbest radikal kaynakli oldugu ve
antioksidan maddeler kullanarak olumsuz etkilerin kismen Onlenebilecegi c¢esitli

deneysel ¢aligmalar ile ortaya konmustur (29, 30, 31, 32, 33, 34).

2.2. Tonize radyasyonun hiicredeki etki mekanizmasi

Iyonize radyasyonlardan gamma, notron, beta ve alfa iyonize radyasyonlar1 biyolojik
sistemlerle etkilesime girer (radyokimyasal etki) (2). Bu etkiler somatik ve genetiksel

olup, akut ve kronik sekillerde farkliklar gostermektedir (22).

Parcacik radyasyonun madde ile etkilesiminde absorblanmasi sonucu 1s1, eksitasyon ve
iyonizasyonu olusur. Bu etkilesimler sonucunda kimyasal ve biyolojik etkiler ortaya
cikar. Elementlerin dis orbitallerindeki elektronlar, kimyasal reaksiyonlarda énemli rol
oynar. Radyasyon etkisiyle orbital elektronlarinin sokiilmesi, maddenin kimyasal
Ozelligini degistirir. Bu etkilesim hiicre icerisindeki makromolekiillerde (DNA-NA)

veya su molekiillerinde de goriilebilir (33).



Iyonize radyasyonun biyolojik bir sistemde yol actig1 olumsuz etki dogrudan ve dolayli
etki olarak ikiye ayrilir. Eger radyasyon enerjisi DNA veya bir enzim molekiilii
tarafindan absorblaniyorsa bu molekiillerde olusturdugu olumsuz etkilere radyasyonun
dogrudan etkisi denir. Eger radyasyon enerjisi biyolojik sistemdeki ortam molekiilleri
tarafindan dogrudan absorblanmayip, i¢inde bulundugu ortamin molekiilleri tarafindan

absorblanarak degisiklige ugratiliyorsa bu etkiye radyasyonun dolayh etkisi denir (22).

Dolayl gerceklesen etkilesim radyobiyolojik acidan direkt etkilesimden daha 6nemlidir
ve memeli hiicrelerinde radyasyonun olasi etkilerinin %70’ini dolayli yolla gosterdigi
diisiintilmektedir (33, 35). SOR’ler oksijen molekiilleri ile de etkilesime girerler ve bu
etkilesimler sonucunda gerek hidrojen gerekse bazi organik molekiillerin peroksit
radikalleri olusur ve bunlar biyolojik agidan son derece aktiftirler. Oksijen varligiyla,
s0zl gegen peroksit radikallerinin olusum sikligindaki artig, bu etkinin mekanizmasi
olarak kabul edilir (36). Radyasyon sonrasi sistemik hasar ozellikle SOR’nin asir1
tiretimine bagl olup; dokularin prooksidant/antioksidan dengesinin degismesine yol

acarak, sonugcta hiicrenin temel yapilarinin oksidasyonuna neden olur (30).

Iyonize radyasyona maruziyet sonucunda canlilarda olusan iyonizasyonun sdzkonusu
biyolojik reaksiyonlar etkileyerek bir takim fizikokimyasal degisikliklere neden olmasi
cok kisa bir siire i¢inde (<1 sn) gergeklesir (33). Bu fizikokimyasal degisikliklerin
dogurdugu genetik mutasyonlar, kanserlesme ve hiicre 6liimii gibi biyolojik sonuglar;
saatler, giinler, aylar hatta yillar i¢inde gdzlenebilir (31). Iyonize radyasyona bagl hiicre
Oliimiiniin baslica nedeni niikleik asitlerin reaktif oksijen tiirevleri ile reaksiyonudur.
Reaktif oksijen tiirevleri DNA c¢ift sarmalinin ayrilmasina veya niikleik asit baz
degisimlerine neden olabilir. Hatali onarilmis ya da onarilmamis DNA c¢ift kirigi,
silinme, yer degistirme ve asentrik veya disentrik kromozomlar; ayrica kromozamal
kirik ve arca olusumu, hizli ¢cogalan hiicrelerde mikroniikleus artis1 olarak gozlenir (37).

Sonugta bu siire¢ kromozomal mutasyonlar ve sitotoksisite ile sonuglanir (3, 38).

Akut Radyasyon Sendromlar kisa siire i¢inde yiiksek dozda radyasyona maruz kalan
bireylerde gelisen bir durumdur. Bu semptomlar, radyasyona maruz kalinmasindan
itibaren dakikalar icinde de, giinler i¢inde de gelisebilir. Hayvanlarda iyonize
radyasyonun letal etkileri belirli bir organ veya sistemlerin yetmezligini ortaya ¢ikarir. 1

Gy tizerindeki doz spesifik bir radyasyon sendromu yaratir. 1 Gy < Dose < 10 Gy:



kemik iligi sendromu, 10 Gy < Dose < 100 Gy: gastro-intestinal sendromlar, daha

yiiksek dozlar > 100 Gy: merkezi sinir sistemi sendromuna neden olmaktadir (39).

2.3. Kemigin Genel Ozellikleri
2.3.1. Kemigin yapisi

Kemik minerallesme denilen bir islemle kalsiyum ve fosfat tuzlariyla doygunlagtiriimis
olan sert ve biikiilmez bir destek bag dokusudur. Hiicreler ve hiicrereleraras1 maddeden
olusur. Kemikler iskelet sisteminin en onemli yapitasidir (40). Bununla birlikte kan
hiicrelerinin yapildigi kemik iligini icermesi ve metabolik O6nemi olan kalsiyum
mineralinin deposu olmasi, kemigin destek dokusu olmasinin yaninda metabolizmada

da 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir (41).

Kemigin dis ve i¢ ylizeyleri, kemigi olusturan hiicrelerden ve bag dokusundan olusan
tabakalarla ortiilidiir. Distakine periosteum, ictekine ise endosteum adi verilir (Sekil
2.2) Temel islevleri, kemik dokusunun beslenebilmesi, biiyliyebilmesi ve onarimi i¢in

gerekli olan yeni osteoblastlar1 araliksiz olarak iiretmektir.

Histolojik inceleme i¢in dekalsifikasyon uygulandiginda inorganik tuzlarin ortadan
kalkmasiyla kemik demineralize olur ve yumusar. Ancak seklini korur ve mikroskobik

yapisi bozulmaz (40). Genel goriiniisiine gore kemigin iki sekli bulunur:

1. Kompakt (yogun) kemik, 2. Siingerimsi kemik

Kikirdak

Periosteum
Konsantrik lameller

s Siingerimsi kemik

U {g _ Volkman kanallan 3

Kan damarlan ',

Osteon

/ Havers kanalli
5 Medullar bosgluk
Kompakt {yo;j;.m} kemik a5y

Kemik iligi

Sekil 2.2. Bir kemigin genel yapisi (http://visual.merriam-webster.com/human-

being/anatomy/skeleton/structure-long-bone.php).



Kompakt kemik sert bir kitle olarak goriiliir. Siingerimsi kemik, kemik iligi tarafindan
doldurulan boslugu sinirlayan spikiillerden ve trabekiillerden olusan bir ag Ortiisii
meydana gelir (40, 42). Yogun bir kemigin (6rnegin femurun diyafizi) mikroskobik
incelemesinde, dokunun Havers kanallar1 etrafinda 3-7 pm kalinliktaki lamellerden,
hiicrelerden ve sert bir matriksten olustugu goriliir. Bir Havers kanali yan dallarla
kemik iligi ve periosteumla baglanti kurar. Bu yan dallara Volkmann kanallar1 adi
verilir. Haversteki damarlar uzunlamasina dizilmis olup, yan dallariyla da komsu

damarlarla temastadirlar (43).

Havers kanali 20-100 pm c¢apindadir ve 1-2 adet damarsal yapi igerir. Damarlar
genellikle kapiller, postkapiller veniil veya seyrek olarak arteriol olabilir. Sert bir
matrikse sahip olan kemik dokusunda diffiizyon olanagi olmadigindan kanal ve
kanalikiillerle kemigin disindan i¢ine kadar iligski kurulur ve bu sekilde metabolizma igin
gerekli maddeler damar ve kanalikiillerle hiicrelere kadar ulasir (41, 42, 44, 45) (Sekil
2.3).

Al S 7 ;.:‘_:;‘ -_:':—__,._.-!I;_:—_
-  Kanalukil
b 3 41\ = (?

Fras,
T .

_—

Se¥es
= Gon Havers
iamel kanal

HHIM
1 I‘ = Havers
) ,'f il’ N _—" kanahl
KRS Volkman
1l kanah
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Sekil 2.3. Kemik dokusunun yapis1 (W.B. Saunders Company)



Stingerimsi kemik ise, i¢inde bosluklar barindirir ve ylizeyin hacme oranmi yiiksektir.
Yiiksek metabolik etkinlige sahip silingerimsi kemik plakalar1 iizerinde cok sayida
osteosit yer alir. Stingerimsi kemikte besin maddeleri kemigin hiicre dis1 sivisindan
trabekiilaya sizar, yogun kemikte ise besin maddeleri kan damarlarimin bulundugu
Havers kanallar1 ile saglanir (40, 45, 46). Siingerimsi kemik yogun kemige benzemekle
beraber, trabekiiller lamelden yoksundur. Dolayisiyla histolojik preparasyonlarda enine
kesitte sirkiiler lamel dizilisi goriilmez. Buna karsilik bol bosluklu trabekiillerden
olusan, adeta petek goriiniimii veren bir dokusu vardir. Bu bosluklar kemik iligi ile
doludur. Ozellikle uzun kemiklerin epifizindeki siingerimsi doku basincin veya kuvvetin
geldigi yonde diizenlenmistir. Boylece yap1 ¢ok daha saglam bir hale gelmektedir (40,
41, 43).

2.3.2 Kemik dokusunun yapisal elemanlari

Kemikler organik ve inorganik boliimlerden olusmustur. Organik kisim kemik
dokusunun yaklasik olarak %30’unu olusturur. Bu yapinin biiyiik boliimii tip I kollajen
lifler ile, protein ve glikozaminoglikanlardan (GAG) olusan temel amorf maddeden
yapilmistir. Kemigin organizmadaki gerekli islevlerini tam olarak yerine getirebilmesi,
dokudaki organik/inorganik elemanlarin ve matriksin uyumlu birlikteligine baghdir
Kollajen ve kollajen dis1 proteinler ile kemik iligi hiicreleri, kemigin organik kisminin

elemanlaridir. Organik boliimiin %98’ini matriks, %?2’sini hiicreler olusturur (40, 41).

Bu hiicreler temel olarak Osteoprojenitdr hiicre, osteoblastlar, osteositler ve

osteoklastlardir (40, 46) (Sekil 2.4)

' Osteoblast  Osteokist
Osteosit — Kanalakal 7 | Yooy °3 i

Lacuna

Osteoklast

Sekil 2.4. Kemik hiicreleri



Osteoprogenitor Hiicreler

Diger destek dokular gibi, kemik dokusu da embriyonik mezensimden gelisir. Dogum
sonrasi yapt ve islev bakimindan farklilasmamis hiicre topluluklarina sahip olup, bu
hiicrelere osteoprojenitor veya osteojenik hiicreler denir. Bunlar kemik hiicresi olma
yoniinde kosullanmigs mezensim hiicrelerdir. Osteoprogenitor hiicreler kemiklerin
normal biliylimesi sirasinda aktiftir. Eriskinlerde de yukaridaki s6z konusu bolgelerde
hareketsiz dururken; kemikte yaralanma ve kiriklarin iyilesme bolgelerinde ve kemigin
icten yeniden diizenlenmesi sirasinda aktive edilerek mitozla boliinlip c¢ogalirlar.
Cogalan bu hiicrelerin bir bolimii kemigi olusturan osteoblastlara doniisiir (40, 41, 45,

46)

Osteoblastlar

Osteoblastlar kemik olusumundan sorumlu hiicrelerdir (45, 46). Kemiklesme
bolgelerinde, gelismekte olan kemiklerin periosteumunun kemige temas eden derin
bolgelerinde diziler halinde bulunurlar. Sitoplazmalan graniillii endoplazmik
retikulumca zengindir. Cok iy1 gelismis Golgi kompleksi ve uzun mitokondrileri vardir.
Osteoblastlar yiiksek metabolik aktiviteye sahip hiicreler olup, yiiksek seviyede alkalen
fosfataz aktivitesi gosterirler. Bu da kemik matriksinde kalsiyum depolanmasini

osteoblastlarin diizenledigini gosterir (40, 41)

Osteoblastlar kemik matriksin esas yapist olan tip I kollajen ile birlikte, kemik matriksin
kollajen dis1 proteinlerinin yaklasik %40-50’sini olusturan osteokalsin ve osteonektin
gibi kemik kalitesinden sorumlu proteinlerini de sentezler. Osteoblastlar parathormon
(PTH), D vitamini ve glukokortikoidlere sahiptirler. Osteoblastlar degisim gostererek,

lakuna i¢inde bulunan ve kemik yatagi tarafindan ¢evrelenen osteositlere doniistirler.

Osteoblastlar kemik ylizeylerinde epitel hiicrelerini andiracak sekilde yan yana dizilirler.
Matriks sentezini yapmaya basladiklarinda sekilleri kiibikten prizmatige kadar
degisebilir (47). Komsu osteoblastlar ile temaslarin1 saglayan sitoplazmik uzantilar

vardir (48).

Osteositler

Kalsiyum tuzlarinin birikmesiyle kireglesmis kemik matriksi iginde hapsolan

osteoblastlara osteosit denir (45). Osteositlerin kemigin diger hiicre tiplerine
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dontisebilme oOzelligi vardir. Osteoliz olay1 aktif fizyolojik bir olay olup, osteosit
etrafindaki kemik matriksinin degisime ugratilmasi ve kemik tuzlarinin geri emilmesidir

(40, 41, 45, 46)

Osteositlerin yar1 émrii tahmini 25 yildir. Kemikte yeniden yapilanma i¢in en onemli
uyart kemigin haraplanmasidir. Harabiyet goriilen bolgenin tamiri igin Oncelikle
osteoklastlarin bolgeye gelmesi ve bir rezorbsiyon alani meydana getirmeleri

gerekmektedir (48).

Stres tiim kemikte esas yapilanma ve yeniden yapilanmanin kontrolii i¢in uyari
olusturur. Bu olayda en ¢ok etkilenen hiicre gruplar1 osteositler ile yiizeyde yerlesim

gosteren osteoblastlardir.

Osteoklastlar

Kemigin yeniden bi¢cimlenme siiresince ¢oziinlip ¢evre dokularca emilmesinden
sorumlu ¢ok cekirdekli hiicreler olan osteoklastlar, monositlerin birlesmesiyle meydana
gelir. Kokeni ve islevi goz oniine alindiginda makrofajlara ¢ok benzerler. Kalsiyumun
kemik dokusundan kana salinmasinda aktif rol oynayarak, viicut sivilarinda kalsiyum
derisiminin homeostatik diizenlemesinde ¢ok Onemli rol oynar. Kandaki kalsiyum
seviyesinin diizenlenmesi, kemikte birbirine zit c¢alisan iki hormonla kontrol edilir.
Bunlar paratiroit bezinden salgilanan parathormonu ve tiroit bezinden salgilanan
kalsitonindir. Parathormonu kemik yikimin1 uyararak kalsiyumun kemikten kana
gecmesine neden olurken, kalsitonin kalsiyumun kemikten ayrilmasini baskilar (40, 41,

45, 46).

Osteoklastlar, kemik matriksine hiicum eden asid, kollajenaz ve diger proteolitik
enzimleri salgilarlar. Boylece kalsifiye olmus temel maddeyi serbest hale getirirler ve
kemik rezorbsiyonu sirasinda meydana gelen artiklarin da ortadan kaldirilmasinda aktif

olarak rol alirlar (47).
Kemigin %70’ini ise inorganik kisim olusturur. Inorganik elementlerin basinda

kalsiyum, fosfat, sitrat, magnezyum gibi maddeler gelir. inorganik kismin ¢ogunlugunu

kalsiyum hidroksiapatit (Ca;o(PO4)s(OH),) kristalleri olusturur.
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Kemik doku yiiksek kalsiyum ve fosfat igerigi nedeniyle, kalsiyum homeostazinda ¢ok
onemli bir rol oynar. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki 6nemi, kollajenlerle beraber

kemik sertligini ve dayanikliligini saglamasidir (45).

2.3.3. Kemik olusumu

Kemikler, iki sekilde gelisirler: Yassi kemikler, mezenkim dokusunun dogrudan kemik
dokusuna farklilagsmasiyla gelisir. Bu tiir kemiklesmeye, “intramembrandz (zar igi)
kemiklesme” denir (45). Kisa ve uzun kemiklerin ise, dnce hiyalin kikirdaktan ufak
taslak modelleri meydana gelir. Daha sonra, bu kikirdaklarin yerini kemikler alir. Bu tiir

kemiklesme modelindeki gelisim agamalari, su sekilde gerceklesir (45).

(a) Kikirdak Modeli: Embriyonik déonemde, ilk asamada ileride olusacak kemigi

animsatan kiiclik bir hiyalin kikirdak modeli gelisir.

(b) Periostal Kemik Zarfi: Kilcal damarlar perikondriyumu gecerler ve bunun i¢

yiiziinde yer alan mezenkimal hiicreler, osteoprogenitor hiicrelere dontistir.

(c) Cogalim: Periostal kemik zarfi meydana gelirken, kikirdak modelinde bazi
yapisal ve islevsel degisiklikler olur. Diyafizin iist ve alt bolgelerinde periost zarfina
yakin yerlesimde bulunan kondrositler, hizla ¢ogalmaya baglar ve kemigin uzun

eksenine paralel izogen gruplar ortaya ¢ikar.

(d) Hipertrofi: Kondrositler, diyafiz bolgesinde meydana gelen kemik mangetten
dolay1 yeterince beslenemedikleri i¢in, hizli bir sekilde genis ve yuvarlak hiicrelere

doniisiirler ve bozunurlar.

(e) Kalsifikasyon: Hipertrofi siireci ilerlerken, tiip seklindeki siiper lakiinalar

arasindaki kikirdak matriksi kalsifiye olmaya baslar.

(f) Birincil Kemik Boslugunun Olusumu: Olii hiicreler ve kalsifiye kikirdak
matriksinin bir boliimii, ‘“kondroklast” denilen biiylik ve ¢ok c¢ekirdekli hiicreler

tarafindan ortadan kaldirilir.

(g) Periost tomurcugu: Periosteumda, birincil kemik iligi boslugunu delip gecen

bir grup kan damarindan ve bunlarin etrafindaki dokudan olusmustur.

(h) Kemiklesme: Osteoprogenitdr hiicreler, boliiniip osteoblastlara farklilagirlar.

Osteoblastlar, kemik matriksini iiretip salgilar ve birincil kemik ortaya cikar. Daha
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sonra, birincil kemik ve geriye kalan kalsifiye kikirdak erir ve bunlarin yerini ikincil
kemik dokusu alir. ikincil kemigin meydana gelmesi ve daha sonra da yasam boyu
siirdiiriilmesi olaylarinda, osteoblastlarla osteoklaastlarin arasinda bir yapim — yikim

dengesi siirer.
2.3.4. Kemigin rejenerasyonu

Organizmada herhangi bir nedenle hasar géren dokular belirli bir oranda kendilerini
yenileyebilmektedirler. Kemik dokularinin hepsinde, olgunlasma derecelerine
bakilmaksizin kemiklesme uyaris1 vardir. Kemigin organik matriksi, canli hiicrelerin
yoklugunda bile “Kemik Yapisini Uyarma Proteini” (BMP) denilen bir protein igerir.
Kemik yapma uyarimi, substrat — hiicre iliskisine dayanir. Makrofajlar ve histiyositler,
yipranan Olii kemik matriksinin eritilmesi asamasindan sonra, ilkel bag dokusu
hiicrelerini osteoprogenitdrlere ve ardindan da osteoblastlara doniistiiriirler. Tesvik
olayinda, damar etrafinda yerlesik bulunan hipertrofik mezenkimal hiicreler kemik
uyarimma cevap verir. Bu hiicreler osteoblastlara, kondroblastlara ve
hematositoblastlara farklilasirlar ve indiiksiyon (uyarim) hiicrelerine doniisiirler (45).

Bir kemikteki yenilenmeyi hizlandiran veya yavaslatan faktorler mevcuttur (Tablo 2.1)

Tablo 2.1. Kemik iyilesmesini hizlandiran ve yavaslatan unsurlar

Hizlandiranlar Yavaslatanlar
Osteojenik Faktor Mineraller
Osteojenik Protein — 1 Radyasyon
Tissukol Enzimatik Parcalanma
TGF — Beta 1 Interferon — Gamma
Morfogenetik Protein — 2 Kadmiyum
Kollajen ve Bio Oss Maddeler
Prostaglandinler
Insiiline Benzer Biiyiime Unsuru
Polipeptit GF
Osteojenin
Osteoindiiktif Protein
Hemostatik Ajanlar
Is1

2.4. iyonize radyasyonun kemik iizerine etkileri

Radyasyonun kemik iizerindeki molekiiler diizeydeki etkisi cok az bilinmektedir. In-
vitro arastirmalar daha ¢ok kemik iligi hiicrelerinin 6liim yiizdeleri ve uygun doz bulma

caligmalar seklindedir (49).
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Iyonize radyasyon gesitli viral ve bakteriyel hastalik bulasma riskine karsi kemigi
sterilize etmek i¢in yogun olarak kullanilmaktadir (16, 49). Ancak, gama radyasyon
sterilizasyonu kemik malzeme 6zellikleri bozar ve kemik performansini azaltan énemli
bir klinik sorundur. Bu nedenle, mikro kirilma egilimlerinin hesaba katilmas1 mekanikal
ozelliklerin derecesi ve hasar birikimi arasindaki iligkilerin anlasilmasi agisindan 6nemli

bilgiler saglayacaktir.

Iyonize radyasyonun kemik iizerine hasari mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte, kemik kollojen dokusu fizerine serbest radikaller yoluyla etki yaptig
belirtilmektedir (15). Kemik hasarlarinin bir sekli kemik rezorpsiyonu (kemik erimesi)
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Arastirmacilar Ostrojen eksikligi ile iligkili asir1 kemik
rezorpsiyonu, osteoklast yada kemik iligindeki diger hiicrelerin antioksidanlarin

savunma yeteneklerinin azalmasi ile yorumlanabilir (50).

Yapilan c¢alismalarda Thioredoxin baglayici protein-2 (TBP-2) thioredoxin-1 (Trx-1)
olumsuz (negatif) diizenlemeler yaptig1 ve bunun osteoklast farklilasmasinda 6nemli rol

oynadig belirtilmektedir (50).

Kemik iliginde siirekli kan yapilmasindan dolay1 radyasyondan en ¢ok etkilenen
organlardan birisi kemik iligidir. Az dozlar1 faydali iken yiiksek dozlari (niikleer
savasta) kemik iliginin yok olmasi gibi sonuglari olusabilir. Kemik dokusu {izerine
radyasyonun etkisi 6zellikle kemigin biiylime noktalarindaki gelisimi ile kemik iliginin

kan yapici kok hiicrelerinin (hematopoietik kok hiicreleri) olusumunu durdurmasidir.

Iyonize radyasyonun terapdtik ve tanisal amacl kullanmimin bagta kemik iligi ve
gastro-intestinal sistem olmak {izere bircok doku ve sistem iizerinde zararli etkiler
meydana getirdigi bilinmektedir (2). Iyonize radyasyon toplam doz, fraksiyon semasi
(glinliik doz ve toplam tedavi siiresi) ve tedavi edilen voliim gibi birbiriyle yakindan
iligkili parametrelere bagl olarak, dokularda farkli etkiler olusturur (49). Bir organin
normal dokusunda belirli bir hasar meydana getirebilmek i¢in gereken 1smn dozu,
organin 1sinlanan hacmi kiiciildiik¢e artmaktadir (51). 8-10 Gray gibi yiiksek dozlardaki
radyasyon kemik iligi hiicrelerinde bozukluklar olusturdugunu saptanmistir. Elde edilen

veriler 1518inda X-ray ve MR’1n gerek tek tek gerekse kombine uygulanmasinin rat
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kemik iligi retikiilosit hiicreleri iizerinde genotoksik ve sitotoksik bir etkiye sahip
olduklari, genomik instabiliteye neden olduklar1 saptanmistir (52). Aragtirmalar iyonize
radysayonun tek dose 5 gray uygulamasi serbest radikaller vasitasiyla osteoblastlarda c-
Jun N-terminal kinase/stress-activated protein kinase (JNK/SAPK) ile transcription

factor, AP-1 aktivasyonunu etkilemektedir (53).

Serviks kanseri kadinlarda radyoterapi sonrasi olusan pelvik agri, kemik erimesi ve
kiriklar, kemik dokusunun metastaz olmasindan daha ¢ok radyasyonun yol agtig

sorunlardir (54).

Radyasyon etkisini azaltmak iizere c¢esitli koruyucu maddeler kullanilmaktadir.
Radyasyonun neden oldugu serbest radikal olusumunu engellemek {izere yapilan
calismada, N-asetil-sistein glutathione sentezi ve RhoA activationun inhibasyonu ile
osteogenik aktiviteyi uyarmaktadir (55). Tek doz 17.5 Gy radyasyon uygulanmis
sicanlarda kontrole gore % 71,9 oraninda osteoklast ve chondroklast sayilarinda azalma
gorilmistiir. Amifostin uygulamasi yapilan gruplarda ise bu sayilarda kontrole yakin

degerler belirtilmistir (56, 57).

Yiiksek radyasyon dozlarinda kemigin biiyiime o6zelligi olmayan kisimlar1 oransal
olarak daha dayanikli olmasina karsin, biiyiime alanlarindaki kikirdak plaklarinda hasar
olusur. Yapilan c¢alismalarda, diz bdlgesine radyasyon verilen 30 giinliik si¢anlarda
mitoz boliinme iki ya da ii¢ gilin i¢inde sona erer ve birgok kikirdak plak hiicreleri
kaybolur ya da bazilarinda sisme ve dejenerasyon goriilmektedir. Bir hafta icinde, geri
kalan hiicrelerde dejenerasyon ve O6liim artmaktadir. Kemik, kikirdak, yag ve kemik
iliginin  kilcal damarlarinda  degisiklikler —gozlenir Rejenerasyon radyasyon
uygulanmasindan iki ile alti hafta i¢inde gergeklesir. Kemik onarimi radyasyon
uygulanmasindan birkag¢ ay sonrasina kadar tamamlanmasina karsin, genellikle kikirdak
hiicrelerinin dejenerasyonu ve osteoblastlarin tahrip olmasindan dolayr kemiklerde bir
kisalma ve kiriklar goriiliir. Isinlanmis kemiklerdeki kiriklar, kemik matriksindeki
mineralizasyonun hatas1 veya kemik yapisindaki hasar nedeniyle olusmaktadir (58).
Radyasyonun kemik tizerindeki etkisi (1) yiiksek dozda plutonium, radium ve strontium
gibi elementlerin radyoaktif izotoplar1 ile kemigin etkilesimi veya (2) radyoterapi

esnasinda kemigin yliksek dozda radyasyon almasiyla iliskilidir.
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Uluslararas1 Radiyolojik Koruma Kommisyonu (59) raporuna goére olgun kemik ve
kikirdaklarin nispeten nonradioresponsive oldugu; ancak proliferatif (artan) durumda,
ozellikle bliylime cagindaki ¢ocuklarda veya kirik iyilesme siirecinde radyasyonun
kemik iizerindeki etkisi ve etilesimi biiyiik dlciide artmaktadir (59). Ornegin cocuklarda,
biliylimedeki gerileme radyasyon uygulama kosullarina ve yasa bagli olarak bazen 1 Gy
daha diisiik dozlarda da goriilebilir. Cocukluk caginda 1s1n tedavi sonrasi diger iskelet
degisiklikleri 20 Gy asan dozlarda, gézlenmistir. Eriskinlerde, olgun kikirdak 40 Gy
dort haftadan daha fazla dayanmaktadir.

Radyasyonun etkileri kronolojik olarak 3 safhaya ayrilir:

1. Akut etkiler: RT sirasinda ya da 6-8 hafta i¢cinde goriiliir. Kemik iligi,
gastrointestinal, orofaringeal ve ©zofageal mukoza ve cildin bazal tabakasi gibi
hiicreleri hizli prolifere olan dokularda goriiliir. Tolerans dozlar1 (TD) asilmadig siirece
geri dontisiimlii etkilerdir.

2. Subakut etkiler: RT’den 2-3 ay sonra goriiliir. Omurilik 1s1mnlamasi sonrasi
demiyelinizasyon sonucu goriilen Lhermitt sendromu, beyin 1sinlamasi sonrasi goriilen
somnolans gibi gegici etkilerdir.

3. Geg etkiler: Bir kag ay ile birka¢ yil i¢inde goriilen, yavas gelisen, agir
seyreden ve iyilesmeyen kalici yan etkilerdir. Kemik, yumusak doku, sinir sistemi gibi
hiicreleri yavas prolifere olan dokularda goriiliir. Fibrozis, iilserasyon ve nekroz tipik

bulgulardir.

Akut ya da gec¢ yan etkilerin ortaya cikis siiresini ve siddetini, hiicrelerin kinetik
ozellikleri (proliferasyon hizlari), 1sinlanan saglam doku hacmi, verilen toplam doz ve

fraksiyon semas1 belirler.

2.5. Iyonizan Radyasyon ve Serbest Radikallerin Olusumu

Atomdaki proton sayist elektron sayisinina esit oldugunda atom elektriksel olarak
yiiksiizdiir. Elektron ve proton sayilar esit degilse bu parcacik iyon olarak adlandirilir.

Iyonlar oldukga kararsiz yapilardir ve yiiksek enerjilerinden kurtulmak igin ortamdaki
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baska iyon ve/veya atomlarla etkilesime girerler. Serbest radikal, eslenmemis elektron

iceren atom veya molekiildiir.

Genelde elektronlar atom veya molekiilde eslenik olarak bulunmalar1 nedeniyle molekiil
stabildir ve reaktif degildir (60). Ancak molekiile bir elektron ilavesi ya da bir elektron
kaybt onu reaktif hale getirir. Serbest radikaller kimyasal baglarin kirilmasina ve
kimyasal degisimlere yol agarak biyolojik hasara neden olan son derece reaktif
molekiillerdir (22, 61). Organizmada cok c¢esitli serbest radikaller olusmakta ve yaygin
hasara yol agmaktadir. Eslesmemis elektron bu molekiilleri oldukga reaktithale getirir ve
protein, lipid ve niikleik asitler gibi dnemli molekiilleri tahrip edecek reaksiyonlari

baslatabilirler.

Diger yonden hiicresel diizeyde tiimor i¢in sitogenotoksisite olusturan tedavi edici
radyasyona bagli olusan oksidatif stres, korunmasi gereken normal doku hiicreleri igin
de gecerlidir. Bu sonug, tedavide tiimore koruma saglamadan, normal dokulari
koruyabilecek radyoprotektif arayislarin1 arttirmistir. Dokular serbest radikal
ataklarindan korunmak ve olusabilecek hasar1 azaltmak i¢in olduk¢a kompleks bir
defans mekanizmasi ile donatilmistir. Radyasyon sonrasi hiicre i¢i bir¢cok diizenleyici
degisiklik serbest oksijen radikalleri, DNA ve DNA cift kirig1 (DSB) arasindaki klasik
sinyal uyumlulastirici etkilesimi araciligiyla gerceklesir (33).

2.6. Oksidatif Stres ve Serbest Radikaller

Serbest oksijen radikalleri (SOR) ve serbest nitrojen radikalleri (SNR) biyolojik
sistemde, sisteme yarar ve zarar anlaminda ikili role sahiptirler. Yiiksek
konsantrasyonda bulundugunda SOR, protein, lipit ve DNA’y1 igeren hiicresel yapilarin
oksidasyonunun (kisacasi oksidatif stresin) mediatoriidiir. SOR’nin zararhi etkileri
enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar ile dengelenir. Oksidatif reaksiyonu
diizenleyen oldukca etkili, koruyucu ajanlar ve savunma mekanizmalar1 “antioksidan

savunma sistemi” olarak adlandirilirlar.

Oksidatif hasar1 onarmak i¢in enzimler ve hasarli molekiillerin degistirilmesi ya da
ortadan kaldirilmasi i¢in ¢esitli mekanizmalar vardir. Antioksidanlar eksojen veya
endojen kaynakli olup siipiiriicii (scavenger) ya da koruyucu (preventive) olarak

siiflanabilir. Stiptiriicii gruptakiler C vitamini, glutatyon (GSH) gibi suda ¢6ziinen veya
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E vitamini, lipoik asit gibi lipitte ¢oziilebilen kii¢iikk molekiillii antioksidanlarlardir.
Enzim antioksidanlar biiyiik molekiillii olup; siiperoksit iyonunu detoksifiye eden
siiperoksit dismutaz (SOD), hidrojen peroksit (H,O,) ile ilgili katalaz ve hiicre
peroksitlerini detoksifiye eden glutatyon peroksidaz’t (GPx) igerirler. Koruyucu
antioksidanlar yeni SOR olusumunu engelleyen esansiyal proteinlerdir. Bu grup,
albiimin, metallotiyonin, transferrin, seruloplazmin, miyoglobin ve ferritini igerir (31,

33).

Serbest radikaller organizmada metabolizmanin normal isleyisi sirasinda olusacagi gibi,
cesitli dis etkenlerin etkisiyle de olusabilmektedir. Yasam siiresi kisa ve yapilarindaki
elektrik dengesizligi nedeniyle ¢ok aktif yapida olan serbest radikaller, cesitli enzimlerin
etkisiyle hiicrenin tiim fraksiyonlarinda olusabilmekte ve tiim hiicre bilesenleriyle
etkilesebilme 6zelligi gostermektedir (48, 62). Organizmada serbest radikallere 6zellikle
stiperoksit, hidrojenperoksit ve hidroksil radikallerine kars1 enzimatik savunma sistemi
gelismistir Antioksidan olarak bilinen maddeler serbest radikal temizleme 6zelligine

sahiptir (63).

Serbest radikaller biitiin hiicresel makromolekiillerle reaksiyona girebilirler. Serbest
radikallerin hiicre membramindaki Ca"", Mg~ ATPaz iizerine ve hiicre ici kalsiyum
depolarna etkisi sonucu hiicre i¢i kalsiyum diizeylerini artirdigi gosterilmistir. Kalsiyum
diizeylerindeki artis ise fosfolipaz aktivitesini stimiile ederek serbest arasidonik asit
diizeylerini yiikseltmektedir. Bunu takiben siklooksijenaz, lipoksijenaz yolaklar1 ve
aragidonat metabolizmasi ilizerinden, prostaglandin ve lokotrienlerin yanisira, O>* ve
toksik lipit peroksidleri olusmaktadir. Olusan bu peroksitler, siklooksijenaz aktivitesi
araciligl ile vazokonstriktor tromboksan olusumunu artirmaktadir. Lipoksijenaz yolagi
tizerinden olusan l16kotrienler ve PAF’da yine vazokonstriksiyona, kemotaksise ve 16kosit
adherensine neden olmaktadir. Biitiin bu baslangi¢ olaylarin endotel hasarina ve graft

fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu gosterilmistir

Hiicresel hasar olusumunda 6zellikle ii¢ tip reaksiyon 6nemlidir;
1. Lipid Peroksidasyonu: Serbest oksijen radikalleri, plazma ve organel
membranlarinda lipid peroksidasyonuna neden olurlar. Hidroksil radikali membran

lipidleri ile ¢ift bag yapar ve bdylece lipid-radikal etkilesimi ile zincirleme reaksiyon
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sonucu pek cok lipid peroksidasyon iirlinii (malondialdehit (MDA), dien konjugatlari
gibi) olusur. Eritrosit membranlarinin, lipozomal membranlarin (6zellikle hiicre ve
mitokondri) okside olmasi ile bu yapilarin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri degisir.
Membranin iyon gecirgenligi bozulur. Eritrositlerde hemoliz olur. Boylece yaygin
membran, organel ve hiicre hasari ortaya ¢ikar.

MDA: Lipid peroksidasyonu, lipid molekiillerindeki iki ansatiire bag arasinda
yerlesmis metilen grubundan bir hidrojen atomunun ¢ikmasi ile baslatilan kompleks bir
fenomendir. Sonugta yeni bir karbon merkezli lipid serbest radikali olusur. Oksijen
varliginda bu yeni lipid serbest radikalinden lipid peroksitler veya hidroperoksitler
olusmaktadir. Bu son {iriinler nispeten daha stabil bir son iiriin olan ve lipid
peroksidasyonunun markeri olarak kullanilabilen MDA ’ya doniisiir.

2. Proteinlerin oksidatif modifikasyonu: Serbest oksijen radikalleri, aminoasit
yan zincirleri oksidasyonuna neden olarak protein-protein baglarinin olugsmasina yol
acarlar. Ayrica protein yapisinda, ana zinciri okside ederek proteinlerin par¢alanmasina
neden olurlar. Boylece hiicrede fonksiyonel énemi olan enzimlerde bozulmalar ortaya
cikar.

3. DNA hasart: Serbest oksijen radikalleri, niikleer ve mitokondrial DNA’da
timin ile reaksiyona girerek tek zincir kirtlmalar1 olusturur. Sonugta hiicrelerin enerji
kaybetmeleriyle nekrotik tipte hiicre Sliimii olur. Reoksidasyon sirasinda allopurinol
(ksantin oksidaz inhibitorii), SOD veya CAT uygulamasinin endotel hiicre hasarini
Onledigi gosterilmistir (45,49). Organizmada olusan serbest radikaller yukarida adi
gecen SOD, CAT, ve GPx gibi enzimlerin yani sira non-enzimatik bir sekilde de

stiptiriiliirler (28).
2.7. Radyasyon Hasari ve Oksidatif Stres

Organizmada, eksojen olarak serbest radikallerin olugsmasina neden olan 6nemli
kaynaklardan birisi de iyonize radyasyondur. Iyonize radyasyona maruziyet sonucunda
canlilarda olusan iyonizasyonun s6zkonusu biyolojik reaksiyonlar1 etkileyerek bir takim
fiziko-kimyasal degisikliklere neden olmasi ¢ok kisa bir siire iginde (<1 sn) gergeklesir.
Iyonize radyasyonun biitiin sekilleri hiicrelerdeki etkilerini carpistiklari atom ve
molekiillerde elektronlarin yerini degistirerek gosterir ve bdylece iyonizasyon meydana
gelir. Isinlar doku i¢inden gegerken bir zincir seklinde dnce kimyasal reaksiyonlarin ve

bunu izleyen siirecte fiziksel reaksiyonlarmn baslamasma neden olurlar. Iyonize
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radyasyonlar ister elektromanyetik, isterse parcaciklar olsun ig¢inden gegtigi maddede
enerjilerini aktarirlar. Bu enerji, hiicre ve doku igerisinde absorbe edildiginde eksitasyon
ve iyonizasyona neden olurlar (31, 33). Eger bir maddeye giren radyasyon enerjisi, o
maddeyi olusturan atomlardan elektron koparacak kadar yiiksek degilse, o zaman
elektronlarin daha yiiksek enerji diizeyindeki ydriingelere ge¢melerine yol agar. Bu
olaya da uyarilma (eksitasyon) adi verilir (64). Elektronlar ve protonlar gibi yiiklii
parcaciklar dogrudan iyonizasyona yol acarlar. Bunlar yeterli kinetik enerjileri
sayesinde kimyasal baglar1 koparabilirler. Elektromagnetik 1sinlar (X ve gamma) ve
ndtronlar ise dolayli olarak iyonizasyon yaparlar. Yani kendileri kimyasal baglari
kirmamakla birlikte bu isi yapan yiiksek kinetik enerjili, yliklii parcaciklar olusturarak
iyonizasyon yaparlar. Notronlar ise emildikleri maddedeki atomlarin niikleuslariyla

etkileserek kinetik enerjilerini protonlara aktararak iyonizasyona neden olurlar.

Iyonize radyasyonlar iginden gectikleri dokularda birgok iyon cifti olusturur. Bu iyon
ciftleri de molekiiler seviyede DNA ve diger 6nemli yapitaglar1 ile kimyasal

reaksiyonlara girerek canli dokular i¢in hasar verici 6zellik gosterir.

Hedeflenen atoma enerji transferi veya herhangi bir kaynaktan gelen 1sinsal enerji
saniyenin ¢ok kii¢iik bir kisminda olusmasina ragmen, biyolojik etkiler dakikalar i¢inde
degil, yillar sonra bile ortaya cikabilir. Iyonize radyasyonun olusturdugu hasar
genellikle suyun radyolizisiyle olusan serbest radikallerin indiiksiyonuyla olabildigi
gibi, DNA'y1 dogrudan da zedeleyebilir. Serbest radikaller hiicre membranlar1 ve
niikleik asitlerle birleserek mutasyon ya da hiicre 6liimiinii indiikleyen otokatalitik
reaksiyonu baglatirlar. Isinsal enerji DNA, niikleus ve sitoplazmada degisim yaratir,
kromatinlerde hasar olusturur, mitozu etkiler ve hiicreler arasi iletisim bozukluguna
neden olur. Ayrica Iyonize radyasyon kemik hasarina yol agtig1 iyi bilinmektedir (18,

65).

Birka¢ giin siireyle, 1smsal enerjiye maruz kalindiginda, hizli bdéliinen hiicrelerin
bulundugu dokularda daha fazla, az sayida bdliinen hiicrenin bulundugu dokularda
daha az zedelenme olur. Dokulardaki zedelenmenin diizeyini alinan doz miktari,

hiicrelerin kendini yenileme kapasitesi ve oksijen etkisi belirler (28).

Radyasyon sonrast olusabilecek {i¢ tiir hasar vardir:
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Letal hasar olusumunda onarilamayacak kadar biiylik olup, hiicreyi hemen o6liime
gotiirlir. Subletal hasar ise tek basma oliimciil degildir, bir sonraki boliinmede ya da
olumsuz ortam kosullarinin devami halinde gelisebilir ve uygun kosullarda onarilmasi
miimkiindiir. Potansiyel letal hasar olusumunda eger hiicre boliinmesi kisa bir siirede
meydana gelirse hasar oliimciildiir ancak bdliinme gecikirse sonug tamir edilebilen

hasardir.

Iyonize radyasyon kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Radyoterapide asil amag,
hiicrenin tireme ve klonlagsma yetenegini durdurmaktir. Radyasyonun etkisi ile hiicre
cekirdegi ve DNA ‘nin tahrip edilmesi hiicresel iireme yetenegini ortadan kaldirir.
Iyonize radyasyonun DNA iizerine dogrudan etkisi ile baz degisiklerine neden olan
lezyonlar olusur. Ayn1 zamanda seker fosfat iskeletinde bag kiriklar1 olusarak bircok
hasar meydana gelir. Diger yandan iyonize radyasyon tarafindan hiicre i¢i sivida
olusturulan serbest radikaller de DNA ile reaksiyona girerek dolayli yoldan hasarlara

neden olur (28, 66).

Daha yiiksek dozdaki radyasyona bagli olarak gelisen lipid peroksidasyonu, tim
biyolojik membranlarda degisikliklere neden olur. Bu siire¢ organeller ve tiim hiicre igin

belirgin bir yikici etki olusturur (67).

Biyolojik hasarlar agisindan, ister dogrudan ister dolayli yoldan olsun DNA hasar1 en
onemli olanidir. Klinikte kullanilan radyasyonla olugan hasarlarin biiyiik 6l¢iide dolayl
yoldan oldugu kabul edilmektedir (28). Subletal hasarlarin birikmesi hiicrenin
reprodiiktif 6liimii ile letal DNA hasarinin giderilememesi ise apopitozis ile sonuglanir.
Ancak hiicre tamir enzimleri DNA’daki subletal hasarlar1 belli 6l¢iide giderebilirse
hiicre sag kalabilir ve bu siire¢ sonunda giderilemeyen kalici mutasyonlar her hiicre

boliinmesinde diger nesillere aktarilir.
2.8. Antioksidanlar

SOR ve SNR biyolojik sistemde, sisteme yarar ve zarar anlaminda ikili role sahiptirler.
Yiiksek konsantrasyonda bulundugunda SOR, protein, lipit ve DNA’y1 igeren hiicresel
yapilarin oksidasyonunun mediatoriidiir. SOR’nin zararl etkileri enzimatik ve non-

enzimatik antioksidanlar ile dengelenir (31, 33).
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Antioksidan etki mekanizmalarini; SOR olugumunun baskilanma yoluyla engellenmesi,
enzimsel reaksiyonlar araciligiyla veya dogrudan serbest radikallerin temizlemesi, metal
iyonlarinin baglanarak radikal olusumunun 6nlenmesi, hedef molekiillerin hasar sonrasi

tamiri ve temizlenmesi gibi ¢esitli sekilleri bulunmaktadir (31).

Antioksidanlar normal kosullarda hiicresel diizeyde bir denge olustururlar. Bu denge
organizmanin yasami ve saghgi icin gereklidir. (31). Antioksidanlar; enzimatik
Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT) Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
Glutatyon-S-Transferazlar (GST), Glutatyon Rediiktaz (GR), enzimatik olmayan
antioksidanlar ise, Glutatyon (GSH), Vitaminler (A, C, E ) ve Melatoninden

olusmaktadir.

Siiptiriicii gruptakiler C vitamini, glutatyon (GSH) gibi suda ¢6ziinen veya E vitamini,
lipoik asit gibi lipitte c¢oziilebilen kiiciik molekiilli antioksidanlarlardir. Enzim
antioksidanlar biiyiik molekiillii olup; siliperoksit iyonunu detoksifiye eden siiperoksit
dismutaz (SOD), hidrojen peroksit (H,O,) ile ilgili katalaz ve hiicre peroksitlerini de-
toksifiye eden glutatyon peroksidaz’t (GPx) igerirler. Koruyucu antioksidanlar yeni
SOR olusumunu engelleyen esansiyal proteinlerdir. Bu grup, albiimin, metallotiyonin,

transferrin, seruloplazmin, miyoglobin ve ferritini igerir (31, 33).

Giliniimiizde Kanser tedavisinde saglikli hiicreleri kemoterapi ve radyoterapiye bagli yan
etkilerden korumak onemlidir. Koruyucu tekniklere segenek olusturacak bir yaklagim
bi¢imi de antioksidantlarin sitoprotektif ajanlar olarak tedavide kullanilmasidir. Ideal bir
sitoprotektif ajan; tedavinin antitiimoral etkinligini azaltmaksizin segici bir bigimde
normal hiicreyi korumali, yan etkileri tolere edilebilir sin 1rlarda olmali, kolay
uygulanabilmeli, genis bir etki spektrumu olmali ve ayn1 zamanda birden fazla dokuyu
korumalidir. Sitoprotektif ajan hastanin sitotoksik tedaviye direncini artirmanin yani sira
hastanin yasam kalitesini artirir, doz yogunlugunun artirilmasina olanak vererek
tedaviye yanit1 artirir ve tedaviye bagl gelisen komplikasyonlarinin tedavisi igin
gereken maliyeti diisiiriir. Gilinlimiizde klinikte kullanima girmis en O6nemli serbest

radikal temizleyici ajan amifostindir.
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2.9. Amifostin

Amifostin (etanetiyol, 2-[(3-aminopropil)]- dihidrojen fosfat(ester), bir organik
tiyofosfattir. Bir 6n ila¢ olan amifostin normal dokularda alkalen fosfataz ile defosforile

olarak aktif metaboliti olan tiyole doniisiir (Sekil 2.5).

HO
\ /S\/\ /\/\
_p N NH,
HO \\O H

Sekil 2.5. Amifostinin kimyasal yapisi (http://en.wikipedia.org/wiki/Amifostine)

Radyasyon ve sisplatinin etkilerine karsin normal dokulari1 koruma yetenegine sahiptir.
Amifostinin bu etkisi normal dokularda kapiller fosfataz aktivitesinin yiiksek olmasina,
pH degerinin yliksekligine ve tiimor dokularindan daha iyi damarlanmasina
baglanmaktadir. Bu sebeple serbest tiyol metaboliti normal dokularda tiimor dokularina
gore daha hizli olusur ve normal hiicreler tarafindan hizla alinir. Amifostin hiicre
koruyucu olarak kullanilan ajanlar igerisinde organa 6zgiil olmayan organik bir tiyol
birlesigidir. Son zamanlarda amifostinin radyoprotektif ajan olarak iizerinde sikca
havyan caligsmalar1 ve klinik ¢alismalar yapilmaktadir. Tiim bu c¢alismalar amifostinin,
radyoterapinin etkinligini azaltmaksizin, normal dokular1 radyasyonun zararl etkilerine

kars1 korudugunu gostermistir (20, 21, 68, 69).

Amifostin ilk defa 1950 yillarinin sonlarinda Amerika Ordusuna bagli Walter Reed
Ordu Aragtirma Enstitiisii tarafindan gelistirilmis ve bu enstitii tarafindan tanimlanan ve
tiyol iceren bilesikler Walter Reed’in kisaltmasiyla “WR” 6n eki ile adlandirilmistir
(21). Bu bilesiklerin iyonize radyasyon ve kemoterapik ajanlar tarafindan olusturulan

serbest radikalleri yok etme potansiyeli vardir (68).

Amifostin, ilk kez sisplatin uygulanan ileri evre over kanserli ve kii¢lik hiicreli dis1
akciger kanserli hastalarda sisplatinin olusturdugu kiimiilatif renal toksisiteyi azalttigi
icin, 1996 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde gida ve ilag dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmistir (21). Klinik 6ncesi ve klinik ¢aligmalar; kanser tedavisine bagli olarak

ortaya c¢ikan ndtropeni, nefretoksisite, ototoksisite, norotoksisite, mukosit ve
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kserostomi’yi dnlemede amifostinin etkisini desteklemektedir. Giiniimiizde amifostin

onkolojik tedavilerde giivenli ve etkin bir sekilde kullanilmaktadir (69).
2.9.1. Amifostinin farmokinetigi

WR-2721 olarak da bilinen amifostin, organik thiofosfat olan sisteamin analogu bir 6n

ilagtir. A¢ik kimyasal formiilii; H*N-(CH,);-NH-(CH,),-S-PO;H, seklindedir.

Yapisindaki fosfor amifostini inaktif formda tutarken, siilfiir ise bilesige serbest radikal
temizleme 6zelligi kazandirir. Amifostin, bobregin proksimal tiibiil epitelyumu, plazma
membranlar1 ve diger dokularin arterioler endotel plazma membranlarinda bulunan
alkalen fosfataz sayesinde hizla normal dokulara giren ve aktif sekli olan WR-1065¢
defosforile olur ve bu sekliyle normal doku i¢ine girer. WR-1065 normal hiicre igine
girdikten sonra yine serbest radikal temizleme 6zelligi olan metabolitlerine doniisiir. En
fazla olusan metaboliti WR-33278°dir. WR-1065 hasarli dokuyu kurtarmaktan c¢ok
normal dokuya koruma sagladigindan radyasyondan veya sitotoksik ilagtan giinler,
haftalar 6nce degil 30-60 dk. 6nce uygulanmalidir. Yapilan calismalarda 3 hafta
boyunca amifostin uygulandiginda WR-1065’in hem tiimor dokusunda hem de normal

dokularda birikmedigi gézlenmistir (19).

2.9.2. Amifostinin etki mekanizmasi

Amifostin; radyoprotektif etkisini radyoterapi ile olusan serbest radikalleri temizleyerek
ve hidrojen vermesi sayesinde serbest radikallerin olusturdugu DNA hasarina onararak
gosterir. Amifostinin dokularda WR-1065 ve diger tiyol metabolitlerine doniisiirek
dokular1 kemoterapiye bagli DNA hasarindan korudugu diisliniilmektedir. Amifostin
kemoterapinin zararh etkilerini normal dokuda tiimor dokusunda oldugundan daha fazla
azaltir. Ciinkii WR-1065 tiimor hiicrelerine oranla normal hiicrelerde ¢cok daha fazla
konsantrasyonda toplanir ve boylelikle tiimor hiicrelerine goére normal hiicrelerde ¢ok
daha etkindir (2). Normal dokuda kanlanma tiimoérden daha iyidir ve pH da daha
yiiksektir. Bundan dolay1 alkalen fosfataz aktivitesi normal hiicrede kanser hiicresinden
daha ytiksektir. WR-1065, yapisindaki siilfidril atomu sayesinde iyonize radyasyon ve
kemoterapi ajanlar1 tarafindan meydana getirilen serbest radikallerin olusturdugu DNA

hasarina yol acan reaktif niikleofilleri yok eder (9 20, 21, 68, 69).
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Serbest radikal temizleme 6zelligi WR-1065’in iki metaboliti olan sisteamin ve simetrik
disiilfit WR-133278 {izerinde yogunlagsmistir. WR-33278’in radyoterapinin indiikledigi
sitotoksisitesinin yani sira mutajenik etkisine kars1t da koruyucu oldugu kanitlanmistir.
Amifostin tarafindan korundugu bilinen normal dokular: boébrek, akciger, yemek
borusu, periferik sinirler, kemik iligi, ince bagirsak, kalin bagirsak, immiin sistem,

tiikiiriik bezleri, agiz mukozasi, kalp ve testisdir (20, 21, 68, 69).
2.9.3. Amifostinin yan etkileri

Yaklasik %3 hastada tedaviyi kesmeyi gerektirecek kadar siddetli sistolik hipotansiyon
goriiliir. Hipotansiyonun mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte WR-1065’in
dogrudan vazodilatasyon olusturma 0&zelligine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
Amifostin uygulanmasini takiben, degisik derecelerde bulant1 ve kusma ilk 30 dakika
icinde olusabilir. Bu durum amifostin uygulamadan 6nce ve uygulama esnasinda
antiemetik kullanimini gerektirebilir. Tiibiiler emilimde azalma ve paratiroid hormon
sekresyonunun inhibe olmasindan dolay1 olustugu diisiiniilmektedir. Bu amifostin
tedavisinin nadir goriilen bir komplikasyonudur. Amifostine bagli goriilen diger yan
etkiler yilizde kizariklik, sicaklik hissi, iisiime, titreme, bas donmesi, uyku hali, hapsirma
ve hickiriktir. Cok nadir vakalarda kisa siireli ve cabucak diizelen suur kaybi
bildirilmistir. Amifostin tiyol bilesiklerine ya da mannitole kars1 hipersensitive oldugu

bilinen kisilerde kontrendikedir (2).
2.9.4. Amifostin ve radyoprotektif 6zelligi

Radyoprotektifler, canliy1 radyasyona karsi oldugundan daha direngli hale getiren ve
onu koruyan maddelerdir. Bazi maddeler hiicrelerin radyasyon duyarhiliklarini
etkilemedikleri halde canliy1 biitiin olarak korurlar. Ciinkii bunlar vazokonstriksiyona yol
acarak ya da normal metabolik siirecleri etkileyerek kritik organlarin oksijen
konsantrasyonlarini diisiiriirler. Hiicreler hipoksik kosullarda X 1sinlarna karsi direng
kazanacaklar1 i¢in, bu olay bir koruma saglayabilir. Sodyum siyaniir, karbon monoksit,
epinefrin, histamin ve serotonin bu tiir maddelere ornektir. Ancak bu maddeleri gergek
koruyucular olarak kabul etmek miimkiin degildir. Radyoprotektiflerin en iyi bilinen
gurubu siilthidril (-SH) bilesikleridir ve bu maddelerin koruyucu etkisini SH yapisi
saglar. Radyoprotektifler icinde kimyasal olarak en basit yapili olan1 sistein (SH-CH,-

25



CH(NH;)-COOH) aminoasitidir. Sistein ile ¢ok yakin benzerlik gosterip sisteinin
dekarboksilasyonu ile olusan sisteamin (SH-CH,-CH,-NH,) ve sisteaminin bir disiilfiit
tiirevi olan sistamin de Radyoprotektif 6zelliktedir. Bu maddelerin koruyucu etkilerinin
yaninda toksik etkilerinin de olmasi, yeni Radyoprotektiflerin gelistirilmesi ¢abalarini
hizlandirmistir. Bu ¢ercevede yapilan c¢alismalarda, SH grubunun bir fosfat grubu ile
kaplanmas1 durumunda, toksisitesinin biiyiik 6lciide azaldig: saptanmistir. ilag hiicreye
girdikten sonra fosfat grubu ayrilmakta ve SH grubu serbest radikalleri yakalamaktadir.
Yeni Radyoprotektiflerin gelistirilmesi amaciyla yapilan arastirmalarda 6zellikle
amifostinin en yiiksek koruyucu etkiye sahip oldugu saptanmistir. Amifostin,
antitimoral etkinligi diistirmeksizin normal dokularda olusan toksisitenin azaltilmasini,
dolayisiyla timore verilen dozun arttirilabilmesini ve daha iyi tiimor kontrol oranlarinin

elde edilmesini saglayabilecek radyoprotektif bir ajandir (20, 21, 68, 69).

Amifostin optimal radyoprotektif etkisini radyoterapidenden 15 dakika Once
uygulandiginda gostermektedir (1,2,49). Hiicre hasarindan sorumlu kimyasal
reaksiyonlar, radyasyona maruziyetten hemen sonra milisaniyeler igerisinde
gerceklesmektedir. Amifostinin aktif formu olan WR-1065’in herhangi bir koruyucu
etki gosterebilmesi icin radyasyon uygulamasi esnasinda hiicre icinde bulunmasi

zorunludur (20, 21, 68, 69, 70).
2.10. Melatonin

Kimyasal adi N-[2-(5-methoxy-1H-indol-3-yl)ethyl] olan Melatoninin acik formiilii
Sekil 2.6’verilmistir. Bu madde hayvan, bitki (6) ve mikroorganizmalarda
bulunmaktadir. Biyoavabilirligi %30-50 olup, yarilanma émrii 35-50 dakikadir. Idrar ile
birlikte disar1 atilir (34).

Ik defa Aaron Lemer tarafindan 1958'de pineal bezden salgilanan melatoninin yapisinin
ortaya konulmasiyla, bu bezin fonksiyonlarmimn anlagilmasinda 6énemli bir adim atilmistir.
Pineal bezin, son 50 yildaki calismalar sonucunda yapi ve fonksiyonlar1 daha iyi

anlasilmaya baslanmistir (71).
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Sekil 2.6. Melatoninin kimyasal yapisi (http://en.wikipedia.org/wiki/Melatonin).

Melatoninin  bircok biyolojik etkileri yaninda giliclii bir antioksidan oldugu
belirtilmektedir. Ozellikle ¢ekirdek ve mitokondri DNA smin korunmasinda rol oynar
(7). Amerika Birlesik Devletlerinde 1990 lardan itibaren birgok diet {iriinlinde melatonin

kullanilmaktadir.
2.10.1. Melatonin biyosentezi ve metabolizmasi

Pineal bezden salgilanan baslica hormon olan melatonin bir indol tiirevidir. Indolamin sentezi
pinealositlerde meydana gelmektedir. Melatonin sentezi i¢in dncelikle triptofan aminoasidinin
dolasimdan hiicre i¢ine alinmasi gerekmektedir. Triptofan, triptofan 5-hidroksilaz enzimi
tarafindan 5-hidroksitriptofana (SHTP), SHTP ise aromatik amino asid dekarboksilaz
(Dopa dekarboksilaz) araciligiyla serotonine (5-hidroksitriptamin, SHT) doniistiiriiliir.
Serotonin, serotonin N-asetiltransferaz (NAT) ile N-asetilserotonine ve son olarak N-
asetilserotonin hidroksiindol-0-metiltransferaz (HIOMT) enzimi tarafindan melatonine

dontistiiriliir (Sekil 2.7) (5).

Melatonin yapimi, adrenerjik kontrol altindadir. Karanlikta, pineal bezde melatonin sentezinin
artmasi bez icindedeki postgangliyonik sinir uglarindan norepinefrin (NE) salgilanmasi ile
miimkiin olmaktadir. NE, pinealosit membranmda baslica pi reseptorleri iizerine etki ederek

cAMP yapimim artirmak suretiyle NAT ve dolayisiyla melatonin sentezini hizlandirmaktadir.

Pinealositlerde a-1 reseptorleri mevcut olup, pineal fonksiyonun diizenlenmesinde
uyartmu artirict bir rol Ustlenir. Serotoninin melatonine doniistiiriilmesinde rol oynayan NAT
ve HIOMT enzim aktivitelerinin insan pineal bezinde gece daha yliksek oldugu

belirlenmistir. NATin ritmik aktivitesini ~ diizenleyen ritmik transkripsiyon
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mekanizmasinin da varligl ortaya konulmustur. Melatonin baglica karacigerde ve ikinci
derecede de bobreklerde metaboiize olur. Idrardaki baslica metaboliti  6-
stilfatoksimelatonin'dir. Melatonin prekiirsorii olan N-asetilserotonin de ayni zamanda bir

melatonin metabolitidir (5).

Hz -CH Tryptophan
COOH

! TryptOphan 5-hydroxylase

CE—CHz—CH 5-Hydroxytryptophan (SHTP)

5HTP-decarboxylase

HO= | | Hz—CH, —NH, Serotonin
NS N /l (5-Hydroxytryptamine, SHT)
H

l Serotonin-N-acetyltransferase (NAT)

= CHz —CHz—NH—C—CH
HC(D : ’ T N-Acetylserotonin
. O
N
H

Hydroxyindole-O-methyltransferase
(HIOMT)

—=CH,=NH—=C—
CHi0~ | ]CH2 CHe §C Melatonin
X N/l o
H

Sekil 2.7 Melatonin sentezi (5).
2.10.2. Melatoninin fizyolojik fonksiyonlari

Melatonin fotoperiyod ile ilgili bilgiyi viicudun fizyolojisine aktararak sirkadyen ritmin
ve organizmanin fonksiyonlarinin  diizenlenmesinde rol oynar. Melatonin
sekresyonunun aydinlik/karanlik sikliisii ile iligkisi bu hormonu endojen bir senkronizor

olarak diisiindiirmektedir (34). Insanda pekcok biyokimyasal, fizyolojik ve davranigsal
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degiskenlerde oldugu gibi plazmadaki melatonin diizeyleri de 24 saatlik periyod i¢inde

diizenli inis ¢ikislar gosterir.

Melatonin viicutta bir¢ok fizyolojik gorev yapmaktadirlar. Sirkadiyen periyosite ve
organizasyonun saglanmasi, Amfibalarda, siiriingenlerde ve memelilerde {ireme
siklusunun, fotoperiyodik regiilasyonu, uyku-uyaniklik siklusunun saglanmasi, uyku
siklusunun kaymasi, kis uykusu ve senkronizasyon, mevsimsel affektif bozukluklar,
hipotalamik-pituiter aksin modiilasyonu, pituiter-adrenal aksin modiilasyon, pituiter-
tiroid aksin modiiiasyonu, puberte-antigonadal aktivite, fertilite, hamilelik, menapoz,
yaslanma-antiaging hormon, juvenil hormon, hipereksitabilite durumu ve epilepsiler,
platelet agregasyonu, strese cevap ve genel adaptasyon-antistres hormonu, analjezik
etki, otonom fonksiyonlarin diizenlenmesi, susama ve elektrolit dengesi, viicut
agirhgmnin - regiilasyonu, normal kan basmcinin  saglanmasi-antihipertansif,
termoregiilasyon-hipertermik, immiin mekanizmalarin modiiiasyonu, antimitotik

aktivite ve maligniteye etkisi, hiicre cogalmasi, antioksidan etkisi (34, 72).

Melatoninin sentezlenmesi ve salgilanmasi karanlik ile baslar, aydinlik ile sona erer
Salgilanmasi genellikle 21.00-22.00 saatleri arasinda baslar, maksimum konsantrasyonu 02.00-
04.00 arasinda gozlenir ve saat 07.00-09.00 arasinda ise giderek azalir. Yetiskinlerde
plazmadaki ortalama maksimum diizeyleri 50-70 pg/ml'dir. Insanda 1000-2500 liiks'liik 151k

melatoninin salgilanmasinda azalmaya yol agmaktadir (12, 34).

2.10.3. Biyoyararlanim ve yan Etki

Oral uygulanan melatoninin biyoyararlanimi degiskenlik gosterir. 1-5 mg oral dozlar
alindiktan 1 saat sonra serum melatoninini gece ulasilan plasma diizeyinin 10-100
katina cikarir ve 4-8 saat i¢cinde diiser (10). Diisiik dozlar (0.1-0.3 mg) giindiiz
alindiginda gece ulasilan melatonin pik konsantrasyonunu verebilir. Amerikada ¢esitli
“ilag marketleri’nde melatoninin 0.2 mg, 0.3 mg, 0.5 mg, 1 mg, 2.5 mg, 3 mg, 5 mg’ lik
preperatlart mevcuttur. Ayrica likid formda (1 mg/mL, 1 mg/4 ml) preperatlar1 da
mevcut olup melatonin preperatlart i¢in herhangi ciddi bir yan etki bildirilmemistir.
Endokrin sistemdeki belirgin etkilerine ragmen yiiksek farmakolojik dozlar serum LH

artirabilir ve prolaktinde diisme yapabilir (34).
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2.10.4. Melatonin antioksidan etkileri

Baz1 calismalarda ise melatoninin antioksidan ve serbest radikal siipliriicii etkisinin
reseptOr aracili olmadigi ve bu etkilerin fizyolojik konsantrasyonlarin {izerinde olustugu
bildirilmektedir (73). Melatonin hidroksil ve peroksil radikallerinin giiglii bir
stipliriiciisiidiir. "OH radikalini nétralize edici etkisi glutatyondan 5 kat ve ROO-
inaktivasyonunda ise E vitamininden 2 kat fazla etkilidir. Ancak melatoninin peroksil
radikali tlizerine olan etkisi tartigmalidir. Bazi arastiricilar melatoninin, peroksil
radikaline karsi siipiiriici etkisinin E vitamininden daha diisiik oldugunu dolayis1 ile
lipoperoksil radikaline karst daha az notralize edici etkisinin bulundugunu
belirtmislerdir (74). Melatonin ayrica inflamasyon reaksiyonlar sirasinda makrofajlarin
aktivasyonu ile olusan ve toksik bir oksijen tiirevi olan (HOCI) e kars1 da siipiiriicii etki
gostermektedir. Ancak melatoninin H,O, ve Oy " radikalleri iizerine dogrudan siipiiriicii
etkisi zayiftir. Melatoninin H,0, ile reaksiyonu sonucu N'-asetil-N*-formil-5-metoksi
kniiramin (AFMK) olustugu, AFMK nin ise katalazla N'-asetil-5-metoksi kniiramine
dontstiirildiigii ve antioksidan etkiye sahip bu metabolitlerin melatoninin siipiiriicii

etkisini artirdig bildirilmistir (71).

Melatoninin serbest radikaller {izerinde dolayli etkileri de vardir. Melatonin,
hidroperoksitleri metabolize eden GSH-Px enzimini aktive ederek, O, ~ radikalini
H,0;’ye kataliz eden SOD aktivitesini artirarak, oksidatif stres esnasinda katalaz
aktivitesindeki azalmay1 onleyerek ve NO olusumundan sorumlu nitrik oksit sentaz

(NOS) enzimini inhibe ederek, antioksidan etki gdstermektedir (34).

Melatoninin serbest radikaller tizerindeki siipiiriicii etkisi onun ayn1 zamanda giiclii bir
antiinflamatuar ajan oldugunu da aciklamaktadir. inflamasyonun uyarilmasiyla doku
hasarina giden yolak {iizerinde cesitli kademelerde melatonin ile blokaj bu ajana
antiiflamatuar ve doku koruyucu etki saglamaktadir. Cesitli inflamasyon modellerinde
(yanik hasari, sepsis, iskemi/reperfiizyon gibi) noétrofil aktivasyonunun dokularda neden

oldugu oksidan hasarlar1 melatonin anlamli olarak geri ¢evirmistir (34, 75).
2.10.5. Melatoninin kemik koruyucu etkisi

Melatoninin kemik iizerine etkisi dogrudandir (34). Melatonin sekresyonunun

baskilanmasi serum kalsiyum konsantrasyonunu diistiriirken, melatonin uygulamasi ise
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artirtr. Fraksiyonal radyoterapi uygulanan ratlarda melatoninin kemik biiylimesi {izerine
koruyucu etki yaptigi rapor edilmistir (76). Ovariektomili sicanlara melatonin
uygulamast kemik kaybinmi azaltmigtir (77). Melatonin kemik iliginde bol miktarda
bulunmas1 melatonin kemik hiicrelerindeki etkilerinin muhtemelen otokoid etkiler
aracilig1 ile oldugunu diislindiirmektedir. Melatonin ayrica doz bagimli olarak kemik
matrix proteinlerinide artirir. Osteoblastik bir protein olan osteoprotegerin melatonin ile
artmistir (78). Giiniimiizde yaygin olarak postmenapozal donemde osteoporoza karsi
kullanilan bifosfonatlara ilave olarak melatonin uygulamasinin gerek dogrudan kemik
tizerine olumlu etkileri ve gerekse bu ilaglara bagli yan etkileri azalatarak kemik
koruyucu etkiyi gliclendirebilecegi diisliniilmektedir. Nitekim sicanlarda alendronatin

neden oldugu gastrik hasara karsi melatoninin koruyucu etkisi gosterilmistir (34).

Insanlarda da melatonin salgisinin azalmasinin meme kanserinin gelismesi igin egilim
yaratan bir faktor olabilecegi ileri slirlilmiistiir. Ayrica gogiis ve prostat kanserine de
koruyucu ve tedavi amagh kullanilabilecegini bildiren ¢alismalar vardir. Melatonin, kanserin

hem baglamsin1 hem de gelismesini dnleyen giiclii bir ajandir (79).

Melatoninin yaslanmay1 geciktirici bir homnon oldugu ileri stiriilmektedir. Melatoninin
yasla liretimi azalmaktadir. Diyet kisitlamasi yapilan ratlarda yasam siireleri uzamis (¢iinkii
reaktif oksijen iiretimi azalmakta ve antioksidan savunma cevabi korunmaktadir), aym
zamanda bunlarda melatonin salimmuda buna paralel olarak artmustir. igme sularina melatonin
katilan farelerin yasam stireleri %20 uzamistir fakat, pinealektomi yapilan ratlarda yasam
stirelerinde kisalma izlenmemistir. Melatoninin yaslanmayr geciktirici etkisinin immiin

sistem tizerindeki olumlu etkilerine baglanabilir (8).

2.12. Uc nokta egme testi

Kemige uygulanan kuvvet, uygulama yoniine bagli olarak; germe, sikistirma, makaslama
veya anilan kuvvetlerin belirli derecede kombinasyonlar seklinde olabilir. Birbirinden
farkli mekanik 6zelliklere sahip gesitli test metotlar1 gelistirilerek kemigin uygulanan
kuvvete kars1 verdigi cevaplar saptanabilir. Germe, sikistirma, burma ve egme testleri

kemik biyomekaniginde konvansiyonel olarak kullanilan test yontemleridir (80).
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Germe testi ile hem kortikal hem de trabekiiler kemik test edilebilir. Germe testinde
kullanilacak kemik ornekleri, genellikle 15- 25 mm uzunlugunda ve en az 4-8§ mm
genisliginde hazirlanmalidir. Yontemde uygulanan germe kuvveti kemigin uzun ekseni

boyunca uzamasina neden olur (17, 81, 82).

Sikistirma testi, goreceli olarak daha kiigiik kemik orneklerinin ¢alisilmasina izin veren
bir testtir ancak dogrulugu germe testine gore diisliktiir. Trabekiiler kemigin mekanik
Ozelliklerinin saptanmasinda tercih edilen bir yontemdir. Hazirlanan Ornekler germe
testine gore daha kiigiik ve hazirlama prosediirii germe testi kadar kompleks degildir.

(17, 81).

Burma testi, kemigin bir biitiin olarak kullanildig1 bir test yontemidir. Daha ¢ok biiyiik
kemiklerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilir. Kirik iyilesmesi, kemik
defektleri veya kemik doku nakillerinin (bone graft) mekanik 0Ozelliklerinin
degerlendirilmesinde tercih edilir. Burma testinde kemik paralel kuvvetlerin etkisi altinda

kalir. (17, 81).

Egme testi; Egme testi, fare, sigan ve kobay gibi deney hayvanlarina ait uzun
kemiklerin mekanik O6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilan 6nemli bir testtir. Egme
testinde kemik bir biitiin olarak kullanilir. Doku iki mesnet (destek) noktasi iizerine
sabitlenir ve yiik, doku ylizeyine dik gelecek sekilde uygulanir (Sekil 2.8). Yiikiin bu
pozisyonu nedeniyle kemik egilir ve belirli bir siire sonunda kirilir. Egme nedeni ile
kemigin bir yiizinde germe, diger yiiziinde sikistirma zoru gdzlenir. Kemik sikistirma
zoruna germeye nazaran daha dayaniklidir. Bu nedenle, egme testinde kirik genellikle

germe zorunun olustugu yiizeyde gozlenir (81).

—Li2—12—

— i —

¥
-

Sekil 2.8. Ug nokta egme testi (81).
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Egme testinde zorun olusmadig tek bolge notral eksendir ve eksen boyunca zor sifirdir.
Notral eksenden kemik yilizeyine ¢ikildik¢a zor artar ve yiizeyde maksimum degerine
ulasir (Sekil 2.9). Ug nokta egme testi (TPBT) kemigin orta kisminda yiiksek
makaslama zoru olusturabilir. Bu durum goézlenen egilmenin makaslama ve egme
zorlarinin belirli oranlarda katilimiyla olustugunu gosterir. Ideal kosullarda bdyle bir
etkilesim istenmez. Makaslama zorunu ihmal edilebilecek seviyelere c¢ekmek igin
materyalin uzunluk/kalinlik oraninin en az 20:1 olmasi gerekir. Ancak kemirgenlerde bu
deger, istenen oranin yarisi (10:1) kadardir. Bu nedenle, TPBT ile kemirgenlerden elde

edilen zorlama gercek degerinden yiiksek, esneklik katsayisi ise diisiiktiir (81, 91).
(=)

C
= Nétral
O\ W
+

- -

Stres

Sekil 2.9. Kemik kiitlesinin notral eksene uzakligi (83).

Sekil 2.8 de verildigi gibi lic egme testlerine maruz birakilan bir kemige ait zor (o) ve

zorlama (¢) sirastyla denklem 3.1 de verildigi gibi hesaplanabilinir. (81)

Basarili ve dogrulugu yiiksek bir TPBT uygulamasi i¢in, mesnet noktalar1 arasindaki
mesafe onemli bir degiskendir. Kemirgenlerden alinan TPBT kayitlarinda L mesafesi
yaklasik 15 mm alindiginda gozlenen biikiilmenin biiyiik oranda (%85-90) egme zoru
nedeniyle olustugu gosterilmistir (81).

2.12. Biyomekanikte Kullanilan Terminoloji

Kemik dokunun biyomekanik 6zelliklerine iligskin kullanilan terminoloji Tablo 2.2°de

verilmigtir.
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Tablo 2.2. Tez ¢alismasinda kullanilan biyomekanik terimler*

Terim Miihendislik Terminolojisi Simge Birim
Maksimum deformasyon Ultimate displacement oY Mm
Maksimum kuvvet Ultimate force F, N

Sertlik Stiffness S N/mm
Enerji Work to failure U N-mm2-mJ
Elastik modiil Young’s modulus E Mpa N/mm®
Maksimum zor Ultimate stress a, Mpa N/mm’
Maksimum zorlama Ultimate strain N

*Turner (84) ve Sevil (82)'den alinmustir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlari

Calismaya baslamadan once Gaziantep Universitesi Yerel Etik Kurulundan izin
(03/02/2011 tarih ve 03 nolu karar, EK-1). Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun
izniyle Dicle Universitesi Deneysel Arastirma laboratuarindan (DUSAM) temin edilen
siganlar kullanildi ve biitiin prosediirler, National Institutes of Health, Gaziantep
Universitesi ile Dicle Universitesi Hayvan bakimi ve kullanimi hakkindaki ydnetmelik
ve kurallarina uyularak yiiriitiilmiistiir. Calismada 40 saglikli disi Sprague Dawley sigan
kullanilmistir. Deney baslamadan 6nce biitiin si¢anlar laboratuvar kosullarina uyumunu
saglamak iizere 1 haftalik bakima alinmislardir. Hayvanlar Dicle Universitesi, Saglik
Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezinde (DUSAM) 50x80x50cm boyutlarmdaki
paslanmaz c¢elik sigan kafeslerine her bir kafeste sekiz hayvan olacak sekilde

yerlestirilmistir.

Uyum déneminden sonar siganlar rastgele alinarak 8 gruba ayrilmis (her grupta 8 sican)
ve agirlik degerleri +£0.1 gram hassasiyetli bir terazi ile alimmistir. Her gruptaki

siganlarin agirliklar1 Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deney baslangicinda gruplarda yer alan sicanlarin agirlik degerleri (g) (Min.
en diisiik agirlik, Maks. en fazla agirlik, SD. standard sapma).

Gruplar Min-Maks (g) Ortalama +SD

K 198-164 179.7-12.31
R 202-161 182.9-17.01
RM+25 194-167 181.8-10.10
R+M50 184-163 179.6-6.89
R+WR 206-172 182.1-10.68

Deney siiresince Laboratuvarin sicaklign 2142°C ve nem orant %50-70 olarak
Olciilmiistiir. 4 haftalik deney siiresince 12 saat aydinlik (7:00-19:00) ve 12 saat karanlik
uygulamasi yapilmistir. Dicle Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda normal

sigan yemi ile beslenerek yasatilmistir. Su ihtiyaci, kafeslerde otomatik suluk sistemi
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kurularak saglanmistir. Giinliik bakim ve besleme islemleri her sabah saat 9.00-10.00

arasinda yapilmistir.

3.2. Deney Diizenlenmesi

Bu aragtirma bir randomize kontrollii deneysel ¢calisma olup, Deneye alinan siganlar

Tablo 3.2°deki sekilde gruplara ayrilmistir.

Tablo 3.2. Deney gruplar1 ve uygulanan ila¢ dozlari

Deney ve kontrol gruplari Grup basina

hayvan adedi
1 K Kontrol (sadece serum fizyolojik, 1 ml) i.p 8
2 R Radyasyon (serum fizyolojik, 1 ml) i.p 8
3  R+M25 Radyasyon+Melatonin (25 mg/kg) i.p 8
4  R+MS50 Radyasyon+Melatonin (50 mg/kg) i.p 8
5 R+WR Radyasyon+WR2721 (200mg/kg Amifostin) i.p 8

Toplam 40

Radyasyon gruplarina (R, R+M25, R+M50, R+WR) Kobalt—60 cihazi1 kullanilarak tek
doz 50 Gy sol bacak 1gilanmistir. Doz oran1 50 gy/dak. 80 cm mesafede verilmistir.
Dicle Universitesi Onkoloji Hastahanesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalinda,
radyasyon grubundaki sicanlara calismanin ilk giinii yiizeye 50 Gy gelecek sekilde
Dicle Universitesi Onkoloji Hastahanesi, Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalindaki
ALCYON-II Co-60 teleterapi cihazinda 30x30 cm biiyiikliigiindeki alana 42 dakika

Gamma radyasyon 1silanmstir.

Radyasyon uygulamasindan 15 dk. 6nce R+M25 gurubuna 25 mg/kg, R+M50 grubuna
ise 25 mg/kg melatonin serum fizyolojik ile 1/10 oraninda sulandirilarak i.p olarak tek
doz olarak verilmistir (M5250 250 mg Sigma-Aldrich Chemical Co.). Melatonin etanol
icinde ¢oziindirilmiis ve 1 ml olacak sekilde serum fizyolojik (izotonik NaCl) ile

tamamlanmustir.
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Radyasyon uygulamasindan 15 dk. énce R+WR grubuna 200mg/kg introperitoneal
Amifostin uygulamasi yapilmistir (9, 38, 85, 86). (Amifostin WR2721, 500 mg, Ethyol
flacon, Er-Kim Ilag, Istanbul).

Sicanlar radyasyon uygulamasindan 4 hafta sonra, intramuskiiler 10 mg/kg ksilazin
(Roma pun, Bayer, Tiirkiye) ve 70 mg/kg ketamin (Ketalar, Eczacibasi, Tiirkiye)

anestezisi ile uyutularak sakrifiye edilmistir.

Bu islemin ardindan, her siganin sol femuru kemikleri periosteuma zarar vermeden
dikkatlice bistiiri ve makas yardimiyla diseksiyon islemi yapilmistir. Femurlar ayr1 ayri
fazla kaslar1 temizlenerek serum fizyolojik ile 1slatilmis spang¢ ile sarilarak
numaralandirilmis kapakl tiiplere alinmis ve -20°C deepfrezde analiz edilinceye kadar

bekletilmistir (84, 86, 87).
3.3. Kemik Mineral Yogunlugunun Olciimii

Deneyin 4. hafta sonunda Mersin Universitesi Radyodiagnostik Anabilim dalinda
mevcut Dual energy X ray absorbsiyometre (DEXA) (Norland XR-46) ile kontrol ve
deney grubundaki siganlarin tiim viicut kemik mineral yogunlugu g/cm? olarak 8lgiildii

(Sekil 3.1).
3.4. Kemik Mineral iceriginin Olciimii

Kemik mineral yogunlugunun 6l¢iimiinde oldugu gibi deney sonunda DEXA yardimiyla
kontrol ve deney gruplarindaki sigcanlarin sol femurlar ii¢ bolge (Boyuni, Kortikal ve
Tiim femur) baz alinarak femur kemik mineral igerigi gram (g) olarak olgildii.
Olgiimler, Dual Enerji X-15m1 Absorbsiyometri cihazi (DXA; Norland XR-46) ile
yapildi. Tiim OSlgiimler, kiiclik hayvanlar i¢in diizenlenmis deneysel 6l¢tim protokolii
(Tarama hizi: 10 mm/s, Rezoliisyon: 0,5x0,5mm, Anot voltaji: 100 kV, Akim: 1,3 mA)
uygulanarak gerceklestirildi (88, 89, 90).

3.5. Kemik Kesit Alam Olciimii

Her femur ic¢in radyoloji anabilim dalinda bulunan bilgisayarli tomografi cihazi
(Toshiba Aqulion 64 Slice Tomografi Cihazi) ile femurlarin orta hatdan transvers kesit

filmleri biiyiitme yapilarak ¢ekildi. Tarama seklinde ¢ekimlerle alinan kesitler, 6l¢iim
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yapilmasi i¢in degisik oranlarda biiyiitiilmiis ve kesit filmler elde edildikten sonra
stereolojik yontemlerden nokta sayma yontemi kullanilarak (2mm duyarlhilifinda) ve

sigan sag femurlarinin kesit alan1 hesaplanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bilgisayarli tomografi ile kayitlanan femur kesit alan1 goriintiisii (8).

Biyomekanik testlerden 6nce oda 1sinda 30 dakika bekletilerek ¢ozdiiriilen kemiklerin
femur uzunluklar dijital kumpas ile dlciilmiistiir. Kemikler, mesnet noktalar1 arasindaki
mesafe (L: mm) dijital kumpas ile belirlenerek, test cihazina medio-lateral dogrultuda
yerlestirilip femoral orta hat basma noktasi olarak belirlendi (140). Kemiklere MAY
TPBM 2113 test cihaz1 (Commat Ltd.) ile {i¢ nokta egme testi uygulandi (Sekil 3.2).
Egme yiikii 1 mm/s hizla verildi (141). Uygulanan egme kuvveti sonucunda olusan
sinyaller 12 bit'lik A/D ¢evire¢ kullanilarak 1000 6rnek/s duyarlilikla kayit edildi. Diger
tiim mekanik testlerde oldugu gibi, ii¢ nokta egme testinin yapildigi ortam sicakligi
Olclilen ve hesaplanan parametreleri etkilediginden, ortam sicakligr 22-24°C'ye
sabidendi. Ug¢ nokta egme sisteminde yiik 0,064 s' hizla (zorlama rate) uyguland: (17,
81).

Calismada, kemigin mekanik ozelliklerini belirlemek amaciyla femoral diyafize ii¢
nokta biikme testi uygulandi. Test sonunda yiik-deformasyon egrisi ¢izdirilerek;
maksimum kuvvet (Fu; N), maksimum deformasyon (d,; mm), kirilincaya kadar
depolanan enerji (U; mJ) ve sertlik (S; N/mm) direkt olarak elde edildi (Sekil 3.2). Bu
parametreler LoggerPro yazilimi (V 3.8.3, Vermer Software & Technology, Orlando.
FL USA) kullanilarak degerlendirildi. Ayrica maksimum e§me dayanimi (c,; MPa),
maksimum zorlama (g,; mm/mm), esneklik katsayis1 (E; GPa) ve dayaniklilik (u; MPa)
degerleri denklem 3.1 de verilen esitlikler kullanilarak hesaplandi (91). Bu degerler
hesaplanirken ML yondeki periostal cap kullanildi; ayrica, AP yoniindeki atalet

momenti (Ixp; mm?) denklem 3.3 de verilen esitlikler kullanilarak hesaplandi.
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Denklemde 3.1, 3.2, 3.3’ te kullanilan, F uygulanan kuvveti, L mesnet noktalari
arasindaki mesafeyi (Sekil 2.8), a yiik kolunun destek noktasina uzakligini, ¢ kemik
kiitlesinin nétral eksenden uzakligini (Sekil 2.9), I notral eksen etrafindaki atalet

momentini ve d deformasyonu ifade etmektedir.(81)

Denklem 3.1. instrinsik parametrelerin hesaplanmasinda kullanilan denklemler (80, 91)

_r (LC) _y (12C) Ees L3 _y 3c?
0= )T ) T \aer ) T\
Denklem 3.2. ML yondeki periostal ¢cap hesaplanmasinda kullanilan denklemler (91)

¢ = PERy; /2;mm

Denklem 3.3. Medio-lateral (ML) ve anterior-posterior (AP) yonde olusan kesitsel

atalet momenti denklemi (80, 92)

T
Iyp = 64 [(PERZp - PERy;) — (ENDgp - ENDy,)]

/i
Iy, = 64 [(PER3y, - PERyp) — (ENDyy, - ENDyp)l

Sekil 3.2. MAY TPBM 2113 ii¢ nokta egme testi biyomekanik Sl¢lim sistemi genel

goruntsi
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Sekil 3.3. Ug nokta egme testi ile kaydedilen yiik-deformasyon egrisi

3.7. Biyomekanik Verilerin Analizi

Yukarida bahsedilen sistem kullanilarak maksimum deformasyon miktari, maksimum
kuvvet, sertlik, kemikte depolanan enerji, elastik modiil, dayaniklilik, yield
displacement, maksimum stres ve maksimum zorlama gibi biyomekanik parametreler

hesaplanmistir (17, 84, 93).
3.6.1. Maksimum kuvvet (Ultimate force)

Maksimum kuvvet ya da kirilma kuvveti, kemikte kirilma olusana kadar uygulanan
kuvvettir. Her bir kemik i¢in yiikiin zamana gore degisimini veren egriler elde edilerek
analizi yapilarak maksimum kuvvet (N) olarak olgiilmiistiir. Elde edilen egri Kuvvet

(N)- Deformasyon(mm) egrisidir.
3.6.2. Sertlik (Stiffness)

Yiik-zaman egrisinden yararlanarak test cihaziyla uygulanan egme kuvveti ile bu kuvvet
sonucunda olusan deformasyon verileri kullanilarak yiik-deformasyon egrisi elde edildi

(Sekil 3.4). Sertlik bu egrinin egiminden baska bir ifade ile;
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s tl'k—AF(N)
ertite = AL Unm

Bagintisindan hesaplandi.

Maksimum / Kiritima noktasi
Yik

Yuk

Deformasyon

Sekil 3.4. Yiik deformasyon egirisi (17).

Sertlik yiik-deformasyon egrisininin dogrusal boliimiiniin egiminden hesapland1. Yiik-

deformasyon egrisinin egimi Sertlik=AF/AL N/mm bagintistyla verilmektedir (86).
3.6.3. Kemikte depolanan enerji (Work to Failure)

Yiik-deformasyon egrisinin dogrusal boliimiiniin altinda kalan alan kemigin kirilincaya
kadar depoladigi enerjiye karsilik gelmektedir. Bu alan hesaplanarak kemigin

kirilincaya kadar depoladigi enerji degerine ulasildi.(81)
3.6.4. Elastik modiil (Young modulus)

Yiik-deformasyon egrisi zor-zorlama (zor-zorlanma) egrisine doniistiiriilebilir. Zor-

zorlama egrisinin dogrusal boliimiiniin egimi Elastik modiile esittir (Sekil 3.5).
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Zor (N/ mmzj

(Young's Moddli)

Zorlama

Sekil 3.5. Zor - zorlama egrisi (elastik modiil)

bu egim;
Elastik modiil = zor/zorlama N/mm®
Zor =F/A N/mm’
Zorlama = (L-Lo)/L

Z F.L N
Yong Modiil (Elastik Modiil) = _Zor _FL ( )

Zorlama AL \mm?2

bagintisiyla hesaplanir.

Bagintilardaki F kemige uygulanan kuvvet, A kortikal kesit alani, Lo kemigin
yiiklenmeden 6nceki boyu, L ise yliklendikten sonraki boyudur. AL ise deformasyon
miktaridir (86).

3.6.5. Dayamklilik (Toughness)

Kollagen, kemigin mineral yogunlugundan ve igeriginden bagimsiz olarak kemigin
kirilmaya kars1 dayanikliligini belirler. Zor-zorlama egrisinde maksimum dayanim
noktasina kadar egri altinda kalan alan dayaniklilik (toughness) veya zorlama enerjisi
olarak tamimlanmir ve kemigi kirmak i¢in gereken enerji miktarini ifade eder (81). Bu

calismada da zor-zorlama egrisinin altinda kalan alan kullanilarak dayaniklilik

hesaplandi.
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3.7. istatistiksel Analizler

Biyomekanik olarak oOlciilen datalarin tiimii, gruplar arasinda istatistiksel olarak
degerlendirilerek, femurlarda olusan radyasyon hasarina karst melatoninin koruyucu
etkisi arastirllmistir. Elde edilen verilerin tanimsal istatistikleri ortalamalar+standard
sapma (SD.) alinmistir. Guruplararasi1 karsilastirmalarda non-parametrik testlerden
Kruskal-Wallis testi kullanilmustir. Istatistiksel degerlendirmelerde P<0.05 anlamli
sonug olarak alinmistir. Hesaplamalarda ve grafik diizenlenmesinde SPSS (v 11.5; Lead
Technologies, Inc., IL USA) ve MedCalc (v 10.1.6.0; MedCalc Software Co.,

Maiakerke, Belgium) istatistik bilgisayar programlar1 kullanilmistir.

43



4. BULGULAR
4.1. Genel Bulgular

Calisma baglangicinda gruplar olusturulurken radyasyon ve kontrol gruplar
hayvanlarinin canli agirliklar1 arasinda istatistiksel farklilik olmayacak ve gruplari
homojen dagilim gosterecek sekilde se¢ilmistir. Hayvanlarin haftalik canli agirhik
artiglarima bakildiginda radyasyon gruplarinda (R, R+M25, R+M50 ve R+WR) canli

agirlik 6nemli ol¢lide azalma gdstermistir (Tablo 4.1 ve Sekil 4.1).

Tablo 4.1. Deney siiresince siganlardaki agirlik degerleri ve yiizde olarak degisim
oranlari. K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon + Melatonin 25
grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR: Radyasyon+Amifostin grubu.

K R R-+M25 R+M50 R+WR
Deney
Baslangici Ortalama 179.7 182.9 181.8 179.6 182.1
S.D. 12.307 17.0079 10.096 6.88554 10.68293
1.Hafta Ortalama 188.8 132.8 130.9 141.0 138.7
S.D. 15.20 24.48 16.39 10.41 20.43
Degisim % 5.10 -27.41 -28.00 -21.50 -23.84
2.Hafta Ortalama 190.0 146.7 125.7 127.0 151.0
S.D. 14.56 15.31 32.93 24.06 27.18
Degisim % 5.75 -19.80 -30.86 -29.30 -17.09
3.Hafta Ortalama 198.0 142.0 139.0 130.0
S.D. 14.10 7.55 14.53 19.16
Degisim % 10.20 -22.35 -22.62 -28.62
4.Hafta Ortalama 204.0 140.0 148.7 136.0
S.D. 17.44 7.07 16.29 23.58
Degisim % 13.54 -23.44 -17.23 -25.33

Deney siiresince kontrol grubu sicanlarda femur bolgesinde herhangi degisim
goriilmedigi halde, radyasyona maruz kalan siganlarda ¢ok fazla kil dokiilmesi ve deri

lezyonlar1 tespit edilmistir.
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250
B Deney bastangici
H 1. Hafta
2. Hafta
[ 3. Hatto
[ 4. Hafta

100

Sican viicut agirh g (g)

K R R+NMz25 R+M50 R+WR
Gruplar

Sekil 4.1. Deney siiresince siganlardaki agirlik degisimi. K: Kontrol grubu, R:
Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon + Melatonin 25 grubu, R+MS50:
Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR: Radyasyon+Amifostin grubu.

4.2. Femur Kemiklerinin Geometrik Parametreleri

Deney sonucu deney ve kontrol gruplarina ait hesaplanan geometrik parametreler
(Femur uzunlugu, Kemik mineral yogunlugu, kemik mineral icerigi ve kortikal kemik

kesit alan1) Tablo 4.2’de verilmistir.
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Tablo 4.2. Kemigin geometrik parametreleri. K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu,
R+M25: Radyasyon + Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu,
R+WR: Radyasyon+Amifostin grubu.

K R R+M25 R+M50 R+WR

Femur
Uzunlugu 28.625+0.691 | 27.85+0478 | 278080376 1 579310553 | 28.62+ 1205

(mm)
Kemik
mineral 0.104£0.003 | 0.092+0001° | O-111£0.002
yogunlugu ’
(g/em”)
Kemik
mineral igerigi 0.150+0.123 0.145+0.004 0.169+0.009 0.126+0.008 0.175+0.007 °
(g/cm2 )
Kesit alan1
(mm”)

* P < 0.05 K ile kargilagtirildiginda, ®P <001 K ile karsilastirildiginda, © P < 0.001 K ile
karsilastirildiginda, 4p<0.05Rile karsilastirildiginda, °P < 0.01 R ile karsilastirildiginda, 'P<0.001 R
ile karsilastirildiginda,

0.093+0.003 | 0.104 +0.002

1.436+0.074 1.582+ 0.046 1.529+0.051 1.355+0.054° | 1.686+ 0.058

4.2.1 Femur uzunlugu

Deney grubundaki siganlarin ortalama femur boylar1 Tablo 4.2 ile Sekil 4.2°de
verilmistir. Tabloda goriildiigli gibi femur uzunluklari, K grubunda 28.625+ 0.691 mm,
R grubunda 27.85 + 0.478 mm, R+M25 grubunda 27.808+0.576 mm, R+M50 grubunda
27.93+£0.553 mm ve R+WR grubunda ise 28.62+ 1.205 mm olarak oSl¢iilmistiir. R,
R+M25 ile R+MS50 gruplarindaki femur uzunluklar1 yaklastk 1 mm daha kisa
bulunmakla birlikte kontrol grubu ile istatistiksel fark gostermemistir. R+WR grubu ile

kontrol gruplar1 arasinda ise bu deger farklilik gostermemistir.
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Femur uzunlugu (mm)

K R R+M25 R+M50 R+WR
Gruplar

Sekil 4.2. Radyasyon ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama boylar (Ortalama+SD).
K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon + Melatonin 25 grubu,
R+MS50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR: Radyasyon+Amifostin grubu.

4.2.2. Kemik mineral yogunlugu (KMY)

Radyasyona maruz birakilan deney ve kontrol grubu siganlarin kemik mineral
yogunlugu ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 4.2 ve Sekil 4.3’de verilmistir.
Kemik mineral yogunlugu, K grubunda 0.104+ 0.003 g/cm?, R grubunda 0.092 + 0.001
g/em?’, R+M25 grubunda 0.11140.002 g/cm?® R+M50 grubunda 0.093+0.003 g/cm? ve
R+WR grubunda ise 0.104 + 0.002 g/cm? olarak Sl¢iilmiistir. R grubu sicanlarin KMY
degerleri kontrol grubuna gore azalma gostermis olup, istatistiksel olarak da bu azalig
onemli bulunmustur (P<0.05). R+M25 ve R+WR gruplarindaki KMY degerleri R
grubuna gore yiiksek ancak K grubu ile farklilik gdstermedigi belirlenmistir. R+M50
grubunun KMY degeri ise kontrole gore daha diisiik olup R grubuna yakin bir degerde
Olclilmiistiir. 25 mg/kg melatonin uygulanan R+M25 deney grubu siganlarin KMY

degerlerindeki artis R grubuna gore istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P<0.001).
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Melatonin 25 mg/kg ile Amifostinin 200 mg/kg uygulamasi kemik mineral

yogunlugunu olumlu yonden etkiledigi saptanmistir.

KMY (g/cm?)

K R R+M25 R+M50 R+WR
Gruplar

Sekil 4.3. Radyasyona maruz birakilan deney ve kontrol grubu siganlarin kemik mineral
yogunlugu (KMY) (Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25:
Radyasyon + Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.2.3. Kemik mineral icerigi (KMI)

Radyasyona maruz birakilan deney ve kontrol grubu sicanlarin kemik mineral igerigi
(KMI) ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Sekil 4.4°da verilmistir.

Kemik mineral igerigi, K grubunda 0.1504+0.123 g/cm?, R grubunda 0.1448+0.004
g/em?’, R+M25 grubunda 0.169+0.009 g/cm?® R+M50 grubunda 0.126+0.008 g/cm? ve
R+WR grubunda ise 0.175+0.007 g/cm? olarak 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 4.4. Radyasyon ve kontrol gruplarinda femurlarin kemik mineral igerigi (KMI)
(Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

Sekil’de goriildiigii gibi KMI miktar1 R grubunda azalma gostermistir. Ancak bu azalma
istatistiksel olarak 6nemli bulunmamstir (P>0.05). R+M25 ve R+WR gruplarinm KMI
degerleri R grubuna gore yliksek bulunmus olup, bu farklilik istatistiksel olarak da
onemli bulunmustur (P<0.05). Ancak R+M50 grubundaki KMI degeri hem K hem de R
gruplarindan daha diisiikk bulunmustur. Melatonin 25 mg/kg ile Amifostinin 200 mg/kg

uygulamasi kemik mineral igerigini olumlu yonden etkiledigi saptanmaistir.
4.2.4. Femur kortikal kemik kesit alam

Radyasyon ve kontrol gruplarindaki siganlarda kortikal kemik kesit alani dlglimleri
Sekil 4.5’de verilmistir. Femur kortikal kemik kesit alani, K grubunda 1.436+0.074
mm?, R grubunda 1.582+ 0.046 mm’, R+M25 grubunda 1.529+0.051 mm?’, R+M50
grubunda 1.355+0.054 mm’ ve R+WR grubunda ise 1.686 + 0.058 mm’ olarak

Olciilmiistlir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (P>0.05).
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Ancak R+MS50 grubu siganlardaki kortikal kemik kesit alan1 kontrole gore Onemli

derecede azalma gostermistir (P<0.05).

1,8
1.6 -
14 -
1.2 4
1,0 -
0.8

0.6

Kesit alani [mmz}

0,4 -
0,2 -

0,0

K R R+M25 R+M50 R+WR

Gruplar
Sekil 4.5. Radyasyon ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama kesit alanlar1 (BAREA,

mm?) (Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+MS50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.3. Femur Kemiklerinin Biyomekanik Parametreleri

Uygulama sonunda hem deney grubu hem de kontrol grubundaki sicanlarin femurlarina

mekanik degerler saptanmis ve elde edilen veriler Tablo 4.3.’te verilmistir.
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Tablo 4.3. Kemigin biyomekanik parametreleri. K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu,
R+M25: Radyasyon + Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu,
R+WR: Radyasyon+Amifostin grubu.

Mekanik
K R R+M25 R+MS50 R+WR
Parametreler

Maksimum d ¢
0.605+ 0.221 0.134+0.088 ¢ 0.216+0.059 © 0.155+0.008 © 0.580+0.181
deformasyon, mm

51.058+2.119

Maksimum kuvvet, N 60.781+0.794 | 40.313+4.310° 46.217+3.501° | 49.335+1.374°°
Sertlik, N/mm 586.37£34.107 | 424.733+29.682° | 524.680+62.762¢ | 415.700+38.964¢ | 455.467+57.057
Enerji, mj 19.871+8.518 | 10.851+0.516° | 14.407+3.161% | 13.011+2.592 | 15.822+2.188°
Elastik modiil, Gpa 0.758+0.156 | 2.101+0.637 | 2.192+0.951° | 3.169+0.090 | 2.120+0.819°
Dayaniklilik, Mpa 3.253£1.629 | 2.307£0.482° | 2.322£0.520° | 2.282+0.476° 3.305+ 0.400 ¢
Maksimum zor, Mpa 60.259+5.521 | 67.784+23.542° | 58.034+11.428° | 61.359+4.045° | 94.873+5.539°

Maksimum zorlama,
0.083+0.016 0.031+0.002 ° 0.032+0.011° 0.020+0.001 ¢ 0.0613+0.018
mm/mm
* P < 0.05 kontrol ile karsilastirildiginda, ®P < 0.01 kontrol ile karsilagtirildiginda, © P < 0.001 kontrol ile
kargilastirildiginda, {P<0.05Rile karsilastirildiginda, © P < 0.01 R ile kargilagtirildiginda, 'P<0.05R

ile karsilastirildiginda,

4.3.1. Maksimum deformasyon (Ultimate displacement) mm

Radyasyon ve kontrol gruplarindaki sicanlarda Maksimum deformasyon miktari
Olctimleri Sekil 4.6’de verilmistir. Radyasyon grubunda Maksimum deformasyon
miktar1 0.1344+0.088 mm, kontrollerde ise 0.605+ 0.221 mm olarak bulunmustur. R ve
R+M25 ile R+M50 gruplarinin maksimum deformasyon miktar1 K grubuna gére dnemli
Olclide azaldig1 (P<0.001), ancak R+WR grubundaki sicanlarda bu deger kontrol ile
benzerlik gosterdigi saptanmistir ve bunlar arasinda istatistiksel fark goriilmemistir
(P>0.05). R+WR (P<0,001) grubu R grubuna gore Onemli farklilik gosterirken
(P<0.001), R+M25 ile R+M50 grubu R grubuna benzerlik gostermistir. Bu durum
melatonin uygulanan sicanlarda melatoninin maksimum deformasyon degeri iizerine

olumlu bir etkisinin olmadigin1 géstermektedir.

51



Maksimum deformasyon (mm)

K R R+M25 R+M50 R+WR
Gruplar

Sekil 4.6. Disi siganlarda deney ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama maksimum
deformasyon miktart (Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25:
Radyasyon + Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.3.2. Maksimum kuvvet (Ultimate force), N

Radyasyon ve kontrol gruplarindaki siganlarda maksimum kuvvet miktar1 6l¢iimleri
Sekil 4.7°de verilmistir. R grubunda ortalama maksimum kuvvet 40.313+4.310 N
olarak, K grubunda ise bu deger 60.781+0.794N olarak Olciilmiistiir. R, R+M25,
R+M50 ve R+WR gruplarin maksimum kuvvet degerleri K grubuna gore azaldigi ve
bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (P<0.001 ve P<0.05). Ancak
R+M25 ve R+WR gruplarinin maksimum kuvveti R grubuna gore artis gostermekte
olup, bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (P<0.01). R+M50 grubunun
R grubuna gore artisi ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmamistir (P>0.05). Melatonin
ve amifostin uygulanan radyasyon gruplarindaki maksimum kuvvet degerleri lizerine az

da olsa etkili oldugu goriillmiistiir.
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Maksimum kuvvet (N)

K R R+M25 R+M50 R+WR
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Sekil 4.7. Disi siganlarda deney ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama maksimum
kuvvet (Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.
4.3.3. Sertlik (Stiffness), N/mm

Radyasyon ve kontrol gruplarindaki siganlarda sertlik miktar1 Sl¢timleri Sekil 4.8°de
verilmistir. Radyasyon grubundaki sicanlarda ortalama sertlik  (stiffness)
424.7334£29.682 N/mm, iken, kontrollerde bu deger 586.37+34.107 N/mm olarak
bulundu. R, R+M50 ve R+WR gruplarinin ortalama sertlik degerinin K grubuna gore
onemli miktarda azaldig1 saptanmistir (P<0.001 ve P<0.05). Ancak R+M25 grubunun
sertlik degeri K grubuna gore biraz diisiik olmasina karsin R grubuna gore yiiksek olup,
bu fark istatistiksel olarak da 6nemli bulunmustur (P<0.05). Bu durum 25 mg/kg
melatonin uygulanan deney grubunun sertlik parametresi bakimindan énemli derecede

etkili oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.8. Disi sicanlarda deney ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama sertlik miktar
(N/mm) (Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.3.4. Kemikte depolanan enerji (Energy absorbtion capacity) mj

Radyasyon grubundaki sicanlarda kirilmaya karsi kemikte depolanan ortalama enerji
10.8514 0.516 mJ olarak hesaplandi. Kontrollerde ise bu deger 19.871+ 8.518 mJ olarak
bulundu. R+M25, R+M50 ve R+WR deney gruplarinda kemikte depolanan enerji K
grubuna gore azalma, R grubuna gore ise artma gostermistir. Ancak enerji artis1 sadece
R+WR grubunda R grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermistir
(P>0.001, Sekil 4.9). Melatoninin kemikte depolanan enerji miktarina ¢cok az olumlu

katkis1 bulundugu saptanmistir.
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Sekil 4.9. Disi siganlarda deney ve kontrol gruplarinda femurlarda ortalama depolanan
enerji miktar1 (Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25:
Radyasyon + Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.3.5. Elastik modiil (Young modulus), Gpa

Disi sicanlarda Radyasyon grubunda ortalama Young modulu 2.101 £ 0.637 GPa olarak
Olciildii. K grubunda ise bu deger 0.758+ 0.156 GPa, olarak bulunmustur.R ve diger
deney gruplarindaki Elastik modiil K grubuna goére artmis ve bu artis istatistiksel olarak
da anlamli bulunmustur (P<0.05, Sekil 4.10). Ayrica R+M50 grubu R ile de anlamh
artis gostermistir (P<0.05). Melatonin ve amifostinin elastik modiil degerinin artisi

iizerine etkili oldugu saptanmaistir.
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Elastik modulu (Gpa)

K R R+M25 R+M50 R+WR
Gruplar

Sekil 4.10. Disi sicanlarda deney ve kontrol gruplarinda femurlarda ortalama elastik
modiil (Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.3.6. Dayanikhilik, Mpa (Toughness)

Radyasyon ve kontrol gruplarindaki sicanlarda dayaniklilik miktar1 ol¢timleri Sekil
4.11°da verilmistir. Radyasyon grubundaki sicanlarda ortalama dayaniklilik 2.307+
0.482 Mpa, iken, kontrollerde bu deger 3.253+ 1.629 Mpa olarak bulundu. Sekilde
goriildiigi gibi R+WR grubundaki dayaniklilik miktar1 K grubuna ¢ok yakin olmakla
birlikte, RW25 ve RWS50 gruplar ile K grubu, R+WR ile R grubu istatistiksel olarak
farklilik gostermistir (P<0.05). Melatonin uygulanan sicanlarda melatoninin dayaniklik

miktarinin etkisi olmadig1 saptanmaistir.
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Dayaniklihk (Mpa)

K R R+M25 R+M50 R+WR
Gruplar

Sekil 4.11. Deney ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama dayamiklilik miktar
(Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyon+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.3.7. Maksimum zor (Ultimate stress), Mpa

Radyasyon ve kontrol gruplarindaki sicanlarda maksimum zor miktar1 Sekil 4.12°de
verilmistir. Radyasyon grubundaki sicanlarda ortalama maksimum zor 67.784+23.542
Mpa, iken, kontrollerde bu deger 60.259+5.521 Mpa olarak bulundu. R grubu ile R+WR
gubundaki sicanlarda ortalama maksimum zor degerinin kontrol grubuna gore anlamli
artis gosterdigi belirlenmistir (P<0.01). Ancak R+M25 ile R+M50 gruplart K ile
farklilik gostermemistir. Ayrica R+M25, R+50 ve R+WR gruplarinin R grubu ile farki
istatistiksel olarak Onemli goriilmemistir (P>0.05). Ancak radyasyon grubu ve
melatonin uygulanan radyasyon gruplarinda maksimum zor miktari anlamli bir artis

gostermemistir (P>0.05).
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Sekil 4.12. Deney ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama maksimum zor miktar
(Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyont+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.

4.3.8 Maksimum zorlama (Ultimate strain) mm/mm

Radyasyon ve kontrol grubundaki si¢anlarda maksimum zorlama miktar1 Sekil 4.13°da
verilmistir. Radyasyon grubundaki sigcanlarda ortalama maksimum zorlama 0.031+
0.002 mm/mm, iken, kontrollerde bu deger 0.083+0.016 mm/mm olarak bulundu. R,
R+M25 ile R+M50 gruplariin maksimum zorlama degeri K grubuna gore onemli
Olclide azalma gostermistir (P<0.01 ve P<0.001). R+M25 R grubu ile ayni, R+M50 R
grubundan daha goriilmiistiir. R+WR grubunda maksimum zorlama degeri K grubuna
gore diisiik ancak R grubuna gore ise daha yiiksek bulunmustur.
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Maksimum zorlama (mm/mm )

K R R+M25 R+M50 R+WR
Gruplar

Sekil 4.13. Deney ve kontrol gruplarinda femurlarin ortalama maksimum zorlama miktari
(Ortalama+SD). K: Kontrol grubu, R: Radyasyon grubu, R+M25: Radyasyon +
Melatonin 25 grubu, R+M50: Radyasyont+Melatonin 50 grubu, R+WR:

Radyasyon+Amifostin grubu.
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5. TARTISMA

Bu caligmada Kobalt—60 cihazi ile tek doz 50 Gy sol bacak isinlanarak hasar
olusturulmus disi siganlarda 4 hafta sonunda kemik mineral yogunlugu, kemik mineral
icerigi ve kortikal kemik kesit alan1 gibi geometrik ve maksimum deformasyon miktari,
maksimum kuvvet, sertlik, kemikte depolanan enerji, elastik modiil, dayaniklilik,
maksimum zor ve maksimum zorlama gibi biyomekanik parametrelere melatoninin
radyoprotektif etkisi arastirilmistir. Bu koruyucu etkisinin Amifostinle karsilastirilmast
klinik kullanim ag¢isindan 6nemli bilgiler icerdigi gibi kemik kalitesi iizerine melatonin
ve amifostinin karsilastirilmasi melatonin etkinliginin kanitlanmasi acgisindan da
onemlidir. Iyonize radyasyonun terapétik ve tanisal amaclh kullanmimin basta kemik
olmak {izere bir¢ok doku ve sistem iizerinde zararli etkiler meydana getirdigi

bilinmektedir (2, 15, 16, 49, 50).

Son yillarda, ozellikle hiicresel diizeyde gosterdigi etkiler nedeniyle radyasyonun
organizmada yarattig1 hasarlarin dnlenmesi ¢alismalari hiz kazanmistir. Radyasyona
baglh degisiklikler daha ¢ok osteoradionekrosis in patogenesisinde potansiyel bir rol

oynayan kemigin onarilmasi ve yeniden sekillenmesi ile iligkilidir (49).

Hayvanlarda iyonize radyasyonun letal etkileri belirli bir organ veya sistemlerin
yetmezligini ortaya ¢ikarir. 1 Gy iizerindeki doz spesifik bir radyasyon sendromu
yaratir. 1 Gy < Dose < 10 Gy: kemik iligi sendromu, 10 Gy < Dose < 100 Gy: gastro-
intestinal sendromlar, daha yliksek dozlar > 100 Gy: merkezi sinir sistemi sendromuna
neden olmaktadir (39). Serviks kanseri kadinlarda radyoterapi sonrasi olusan pelvik
agri, kemik erimesi ve kiriklar, kemik dokusunun metastaz olmasindan daha ¢ok
radyasyonun yol actig1 sorunlardir (54). Radyasyonun kemik kaybi {izerindeki etkileri
cesitli deneysel ¢aligmalarla incelenmis ve bu ¢alismalarda farkli uygulama prosediirleri
gozlenmistir. 8-10 Gray yliksek dozlardaki radyasyon kemik iligi hiicrelerinde
bozukluklar olusturdugunu saptanmis olmakla birlikte (51). Siganlarda tek doz 20 Gy
iistii radyasyon uygulanmasindan 30 giin sonra kemik mineral icerigini degistitigi
belirtilmistir (95). Bu calismada da biyomekanik etkilerin daha yiiksek dozlarda
olusacagl goz Oniine alinarak daha oOnce yapilan 30-50 Gy yiiksek doz radyasyon
uygulanmalar1 temel alinarak 50 Gy doz kullanmilmigtir (65, 95, 96, 97, 98, 101, 102).
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Bir organin normal dokusunda belirli bir hasar meydana getirebilmek i¢in gereken 151

dozu, organin 1sinlanan hacmi kiiciildiik¢e artmaktadir (51).

Radyasyona bagli olusan hasarlarin patogenezinde oksidatif stresin Onemi
kanitlandiktan sonra, antioksidanlarin bu alanda koruyucu amacgh kullanimini
cesaretlendirici ¢ok sayida calisma yapilmistir (11, 13, 18, 29, 31, 33). Bu calismalarn
cogunda, serbest radikal siipiiriicii kapasiteyi arttirmaya yonelik antioksidan destegi
yapilmig ve bir¢ok sistem lizerine faydali etkileri oldugu gosterilmistir. Bu sonuglara
ragmen, iyonize radyasyonun tedavisinde antioksidanlarin klinik kullanimi, ¢aligmalarda

cok fazla degiskenlik gosterdiginden tartigmali bir konu olarak kalmistir (33, 63).

Giliniimiize dek yapilan caligmalarda; iyonize radyasyonun canli doku ve sistemlerde
olusturdugu olumsuz etkilerin 1sinlama siiresi ve maruz kalinan doza bagli olarak

degisiklik gosterdigi bilinmektedir (51, 67, 103, 104).

Radyasyon grubundaki deneklerin 1sinlamay1 takiben beslenmeleri azalmis ve
1sinlamanin birinci giiniinden itibaren Melatonin ve Amifostin grubuna ait deneklerin
beslenmeleri kismen bozulmakla ve ara diyareleri ve kontrol ile karsilastirildiginda
onemli kilo kaybi1 belirlenmistir. Bu durum daha Onceki c¢alismalarla uyumlu
bulunmustur (105). 4. Hafta sonunda femur uzunlugunda deney ve kontrol gruplari
arasinda 6nemli bir fark bulunmamistir. Buradan yola ¢ikarak, verilen radyasyonun
deney gruplarinda gozlenen femur uzunlugu iizerine her hangi bir etkisinin olmadig

sonucuna varilmistir.

Melatoninin radyasyon hasarini koruyucu etkisi bir¢ok calismada degisik doku ve
organlarda arastirilmistir. Ancak radyasyon ile hasar olusturulmus kemikteki etkileri ve
ozellikle de kemigin biyomekanik 6zellikleri {izerine etkileri ile ilgili ¢alismalar sinirh
sayidadir (18). Bu calismada radyasyonla hasarlanmis kemiklerde maksimum kuvvet,
dayaniklilik, maksimum kirilma, zor, zorlama, maksimum gerim gibi biyomekanik
parametrelere melatoninin koruyucu etkisi arastirilmistir. Arastirma kemik gelisimini ve
kemik biyomekanigini etkileyen faktorlerin cinsiyete gore farklilik gdsterme olasiligi
nedeniyle deney boyunca sadece disi sicanlarda yiiriitiilmiistiir. Cesitli kimyasal ve

toksik maddelerin in vivo etkilerinin belirlenmesinde siganlar en ¢ok kullanilan memeli
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tirtidiir. Sicanlarin tireme ve bakimlarinin kolay olmasi ve kimyasallarin hangi yolla
olursa olsun kolayca uygulanabilmeleri tercih edilme nedenlerinin basinda gelmektedir.
Yine siganlar, elde edilen sonuglarin insanlara uygulanabilirligi agisindan iyi bir model

olusturmaktadirlar (106).

Amerikada ¢esitli “ilag marketleri’nde melatoninin 0.2 mg, 0.3 mg, 0.5 mg, 1 mg, 2.5
mg, 3 mg, 5 mg’ lik preperatlar1 mevcuttur (34). Deneysel calismalarda radyasyon
hasarma kars1 melatonin ¢ok farkli farmakolojik dozlar1 (2,5-250 mg/kg) kullanilmistir.
Farmakolojik ¢aligmalarda 250 mg/kg melatonin kulanimlarinda higbir yan etki
olmadig1 kaydedilmistir (76). Melatonin dozla baglantili olarak immunodepresan etki de
gostermektedir. Yiiksek farmakolojik dozlarda (> 100mg/kg BW) melatonin antikor
olusumunu baskilamaktadir. Bu yiliksek dozlarda melatoninin uzun siire reseptore bagl
kalmast down-regiilasyona yol agarak immun supresyona neden olmaktadir (34).
Kromozomlarin korunmasi iizerine yapilan ¢alismada 5 giin boyunca i.p. olarak 2.5
mg/kg (3), doku yaralanmalar1 ve oksidatif strese ile ilgili olarak 10 mg/kg 4 giinliik
(13), kemik mineral yogunlugu calismasinda 10 giin siireyle 5 mg/kg/giin (18), beyin
oksidatif hasar1 caligmasinda 5 mg/kg (11) doz kullanilmistir. Yapilan calismalarda
melatonin 10 ve 30 mg/kg dozlari femurun trabecular alanini ve kalinligini
artirmaktadir. Ayrica kemiklerde osteoklast aktivitesini inhibe etmektedir (78). Yiiksek
doz melatoninin (100 mg/kg) DNA hasarin1 ve lipid peroksidasyonu azalttigi, beyin
hiicrelerini azatlig1 belirtilmektedir (14).

Amifostin, kanser tedavisi sonucu olusan hasari Onlemeye yonelik radyoterapide
kullanlan tek Radyoprotektif ajandir. Bir organik tiyofosfat olan amifostin normal
dokularda alkalen fosfataz ile defosforile olarak aktif metaboliti olan tiyole doniisiir.
Radyasyon ve sisplatinin etkilerine karsin normal dokular1 koruma yetenegine sahiptir.
Amifostinin bu etkisi normal dokularda kapiller fosfataz aktivitesinin yiiksek olmasina,
pH degerinin yiiksekligine ve tiimor dokularinin daha iyi damarlanmasina baglidir. Bu
sebeple serbest tiyol metaboliti normal dokularda timor dokularna gore daha hizh
olusur ve normal hiicreler tarafindan hizla alinir. Son zamanlarda amifostinin
radyoprotektif ajan olarak iizerinde sikca havyan deneyleri ve klinik calismalar

yapilmaktadir. Tiim bu caligmalar amifostinin, radyoterapinin etkinligini azaltmadan,
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normal dokular1 radyasyonun zararli etkilerine karsi korudugunu gostermistir (20, 21,

68, 69)

Maksimum zor, maksimum zorlama, elastik modiil (Young modiil) ve dayaniklilik
(toughness) gibi biyomekanik 6zellikler kemigin kirilabilirliligini degerlendirmek iizere
kullanilan en temel parametrelerdir ve bunlar ayn1 zamanda kemigin mukavemeti ile
ilgili 6nemli faktorlerdir. Bu parametreler kemik yapisinin biyomekanik biitiinligliniini
gosterir ve bunlarin birlikte degisimi kristallesme, minerallesme bozukluklar1 ve
kollojen deformasyonu dahil bir¢ok farkli durumun gostergeleridir (17, 84, 88, 101,
107). Femur kemiklerine ait yapisal parametreler olan maksimum deformasyon,
maksimum kuvvet, sertlik ve enerji parametrelerinde radyasyona bagli olarak sirasiyla
%77.85, %33.67, %27,56, %45,39 seklinde goézlenen azaliglarin istatistiksel olarak
farkl1 bulunmasi radyasyonun yapisal parametreleri bozduguna dair gii¢lii bir kanittir.
Dayaniklilik, zor ve zorlamada ortaya ¢ikan farklilik materyal parametrelerin de hasara
ugradiginin bir gostergesidir.

Sigcanlarda femur ve tibia gibi uzun kemiklerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesinde
en ¢ok tercih edilen yontemler germe, sikistirma ve TPBT'dir. Germe, uzun kemiklere
uygun ve uniaksial bir yontemdir. Sikistirma ise vertebra gibi kiiciik kemiklere uygun,
uniaksial (vertikal veya horizontal) ve dogrulugu germe testine gore daha diisiik bir
yontemdir. Biyomekanik testlerde dokunun fizyolojik dogasina ve farkli bedensel
hareketlerde uzun kemiklerin dogal yasam siirecinde karsilastig1 yliklemeye en uygun
yontem olmasi nedeniyle, bu calismada TPBT yontemi tercih edilmistir (81, 82, 91).
Kemige ait biyomekanik degiskenler, femur kemiklerine egme testi uygulanarak
Olclilmiistiir. Egme nedeni ile kemigin bir yiiziinde germe, oteki yiiziinde ise sikistirma
stresi gozlemlenir, egme testinde kirik genellikle germe stresinin olustugu ylizeyde
gozlenir. (17). Kemigin germe stresine kars1 kirilmadan gosterdigi diren¢ dayanikliligini

belirlemektedir (17, 87).

Nyaruba ve ark. (98) sicanlarda tek doz 40 veya 60 Gy radyasyon uygulanmasinda
tibianin maksimum yiiklenmesi %16 ile %19 arast bir zayiflamaya neden oldugunu
belirtmistir. Literatiirdeki bu sonuclar, calismada verilen yiiksek doz radyasyona bagh

sonuglarla uyum gostermektedir.
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Bu c¢alismada farmakolojik doza uygun olarak bir defa uygulanan iki farkli yiiksek doz
doz 25 mg/kg ve 50 mg/kg kullanilmistir. Bu ¢alismada uygulanan radyasyon dozunun
4 haftalik uygulamanin, kemikteki longutidinal degisikliklerin izlenmesi ag¢isindan
yeterli olacagi diisiinlilmiistiir. Dokunun yapisal biitlinliigiinli en iy1 yansitan maksimum
kirilma kuvveti ile dokunun yapisal 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilan maksimum
deformasyon miktari, sertlik ve depolanan enerji biyomekanik analizlerde siklikla
kullanilan 6nemli parametrelerdir (17, 84). Yapisal parametreler kemigin kalitesi ve
dayanikliligt (kemik giicli) ile yakindan iliskilidir (99). Melatonin 25 mg/kg
uygulanmasiyla birlikte yapisal parametrelerde gozlenen artiglar, radyoprotektif etkinin
bu parametreler iizerine olumlu katki  yaptigmin  bir kaniti  seklinde

degerlendirilmektedir.

Kemik mineral yogunlugu (KMY) kemikteki santimetre kare basina mineral madde
miktarin1 gosteren bir terimdir. KMY osteoporoz ve kemik hasarinin indirekt bir
gostergesi olarak, klinik tipta kullanilmaktadir (100). R grubu siganlarin KMY degerleri
kontrol grubuna gore azalma goéstermis olup, istatistiksel olarak da bu azalis 6nemli
bulunmustur (P<0.05). R+M25 ve R+WR gruplarindaki KMY degerleri kontrol ile
farklilik gostermedigi, ancak R grubuna goére daha yiiksek olarak belirlenmistir.
Radyasyonla olusturulan kemik kayb1 modellerinde, KMY diizeylerinin azaldigi bilinen bir
sonugtur (17, 84, 88, 101). Melatonin 25 mg/kg ile Amifostinin 200 mg/kg uygulamasi
radyasyon kontrol (R) grubu ile karsilastirildiginda kemik mineral yogunlugunu olumlu
yonden etkiledigi saptanmistir. Bu sonuglar, Melatonin ve Amifostinin protektif
etkisinin gostergeleri olarak diisiiniilmektedir. Radyasyon hasarmin bir gostergesi
olarak KMI R grubunda K grubuna gére %3.46 azalmistir. Melatonin uygulamasiyla
KMY R grubuna gore %20.65 artmis. Benzer olarak amifostin uygulamasiyla birlikte
KMI ise R grubuna gore %20.85 artmistir. Bu olumlu etkinin radyasyon oncesi
melatonin ve amifostin uygulamasinin kemik mineralizasyonu iizerine radyoprotektif

etkisinin oldugunu gostermektedir.

Melatonin uygulanan gruplarin KMI degeri artis gosterirken, 50 mg/kg Melatonin
uygulanan grupta KMI degerinde azalma saptanmistir. Melatonin 25 mg/kg ile
Amifostinin 200 mg/kg uygulamasi kemik mineral igerigini olumlu yonden etkiledigi

saptanmistir. Ayrica Radyasyon uygulamasindan itibaren 30 giinliik siirede R grubu
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sicanlarn  KMI degeri kontrol grubuna gore yeterli diizeyde etkilemediginden

kaynaklandigini diisiindiirmektedir.

Radyasyonla kemik hasar1 olusturulmus (R) grubuna ait bir¢ok biyomekanik
parametreler (Deformasyon miktari, maksimum kuvvet, sertlik, kemikte depolanan
enerji, Elastik modiil ve dayaniklilik) kontrol degerlerinden farkli bulunmustur. Bu
durum radyasyonun kemik kalitesini 6nemli Olgiide bozdugu  goriisiini
kuvvetlendirmektedir. Radyasyona bagli gézlemlenen dejenerasyon kirilganlhikta ki
artisi, bozulan kemik biitlinliigiiniin ve azalan kemik direncini ortaya koymaktadir.
Biyomekanik sonuglara gére radyasyon hasarina bagli kemik kirilganlifinin arttigini,
kirilmaya kars1 gosterdigi direncin azaldigini ve bu etkilerin kemik kiitle kaybin1 ve
kollajen dejenerasyonu Onleyen osteoblastlar yiliziinden olustugu sdylenebilinir.
Maksimum zor, maksimum zorlama, Elastik modiil ve dayaniklilik kemik kuvvetinin
degerlendirilmesinde ve kemigin kologen elemanlariyla ¢ok yakindan iligkili
parametrelerdir (17, 84, 88, 101). Biyokimyasal degerlendirmelerde, bu parametreler
arasindaki kombine degisimler kemik minerilazyonundaki azalma ve artma dahil ¢esitli

problemler oldugunun gostergeleridir (17, 101).

Elastik modiiliin belirlenmesinde, uygulanan yiike karsi kemikte olusan kuvvet,
deformasyon miktar1 ve femurun kortikal kesit alan1 6nemli parametrelerdir (84). Bu
nedenle, tiim deney ve kontrol gruplarmma ait femurlann kortikal kesit alanlari,
bilgisayarlt tomografi ile gorilintilenmis ve streolojik yontemlerden nokta sayma
yontemi kullanilarak hesaplanmistir. Bu c¢alismada ortalama kortikal kemik kesit alanm
acisindan deney gruplar ile radyasyon ve kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark saptanmadi (P>0.05). Ancak R+M50 grubu si¢anlardaki kortikal kemik

kesit alan1 kontrole gére 6nemli derecede azalma gostermistir (P<0.05).

Dayaniklilik (toughness) kemigin uygulanan yiike karsi olusturdugu kuvvet ile
deformasyon miktarinin bir fonksiyonudur ve yiikk deformasyon egrisinin elastik
bolgesinin egiminden hesaplanir (17, 84). Kemigin kollagen biitiinliigii, kemigin
mineral yogunlugundan ve igeriginden bagimsiz olarak kemigin kirilmaya karsi
dayanikliligini belirler (87). Kemigin materyal 6zelliklerinin belirlenmesinde kollagen
etkisi zor - zorlama egrisinin altinda kalan belirleyicidir. Bu arastirmada zor-zorlama

egrisinin altinda kalan alan Olciilmiis ve melatonin gruplarinda elde -ettigimiz
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dayaniklilik parametresinin kontrol grubuna gore azaldigi ancak bunun istatistiksel
bakimindan farkli olmadigi saptanmistir. Amifostinin melatonin gruplarima gore
dayaniklilik miktarina olan etkisi daha c¢ok oldugu goriilmektedir. Dayanmiklilik ve
maksimum zor kemigin kollogen biitiinliigiiniin bir belirteci olup (17, 101, 107)
melatonin ve amifostin uygulanan deney gruplarindaki dayaniklilik degerinin
kontrolden istatistiksel olarak farkli olmamasi, bu bitiinliigi korudugunu
gostermektedir. Bu da melatoninin az da olsa kemik mineral yogunlugunu arttirarak

etkisini gosterdigini diistindliirmektedir.

Maksimum kuvvet ya da kirilma kuvveti, kemikte kirilma olusana kadar uygulanan
kuvvettir (17). Radyasyon uygulanan gruplarin (R, R+M25, R+M50, R+WR ) ortalama
maksimum kuvvet parametreleri K grubuna gore azalmis olup, bu azalis istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0.001). Radyasyon uygulamasi sonucu maksimum
kuvvet K gurubuna gore %33,6 azalmig ancak melatonin uygulamasiyla birlikte
%26,65 R grubuna gore artmistir. Benzer sekilde maksimum kuvvet amifostin
uygulamasiyla birlikte %22,37 R grubuna gore artmistir. Melatonin uygulamasi ile
gozlenen bu artis amifostin uygulamasiyla da benzer oldugu goriilmiistiir. R grubunda
maksimum kuvvette gozlenen azalma, uygulanan radyasyonun siddetinin siganlarda
femurlarin giiclinii azalttig1 seklinde yorumlanabilir. Femurlarin sertlik 6zelliklerinin
ortaya ¢ikisinda maksimum kuvvetin ve deformasyon miktarinin 6nemi biiyiiktiir (17,
84). Kirilma enerjisi ¢ekilmeye zorlanan malzemelerin kiriganligi ve esnekliginin ¢ok
onemli bir gostergesidir. Femurlar i¢in kirilmaya kadar absorbe edilen toplam enerji
degerleri, maksimum kirilma yiikiiniin ve maksimum deformasyon miktarinin bir
fonksiyonudur. Maksimum kirilma yiiki ve maksimum deformasyon degerleri
femurlarca absorbe edilen toplam ener;ji biiyiikliiklerini dogrudan degistirebilirler (17,

84).

Zor-zorlama egrisinin dogrusal boliimiiniin egimi elastik modiile esittir. Yiik-
deformasyon egrisi zor-zorlanma egrisine doniistiiriilebilir ve bu egrinin egiminden de
elastik modiil hesaplanabilir (17, 84). Uygulanan yilike kars1 kemikte olusan kuvvet,
deformasyon miktar1 ve femurun kortikal kesit alani elastik modiilii belirleyen
parametrelerdir (87). Calismamizda siganlarda radyasyon grubundaki ortalama elastik

modiil kontrol grubuna gore artmis olarak bulunmus olup, Melatonin 50 mg/kg elastik
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modiil tizerine olumlu artis gosterdigi saptanmistir. Elastik modiilii belirleyen temel

etkenler kuvvet, kortikal kesit alan1 ve deformasyon miktaridir (84, 88, 107).

Tim siganlarda kemigin maksimum kirilma kuvveti, sertlik, depoladig1 enerji miktarini
ve Elastik modiiliin artmasi melatoninin kemigin biyomekanik kalitesini arttirdigini
diistindiirmektedir. Bu parametrelerin azalmasi ise kemik dokusundaki kristallesmenin
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (17, 107). Biyomekanik ve densiometrik
parametrelerden elde edilen tiim sonuglar incelendiginde, radyasyonun hem yapisal hem
de materyal parametreleri lizerine hasarlayict etkisinin bulundugu ve melatonin
uygulamasiyla yapisal parametrelerin amifostin ile benzer olarak diizeldigi
gosterilmistir. Melatonin gosterdigi bu koruyucu etkinin kemik yapim-yikim dongiisiinii
regiile eden osteoblast ve osteoklasitlerin fonksyonlar1 iizerine olusan antioksidan
etkinin bir sonucu oldugu diisliniilmektedir. Elde ettigimiz bulgularla birlikte
melatoninin kemik {izerine etkisi hormonal ve yapisal faktorlerin tiimii tarafindan
belirlenen olduk¢a karmasik bir etkiye sahip oldugunu ve bu etkinin uygulanan doza ve

siireye siki sikiya bagli oldugunu diistindiirmektedir (84, 88, 101, 107).
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6. SONUC ve ONERILER

Onemli bir antioksidan olan Melatoninin radyoprotektif etkisinin amifostinle
biyomekanik ve dansitometrik yontemler kullanilarak karsilastirilmasi klinik agidan
onemli bilgiler igermektedir ve melatonin etkinliginin kanitlanmasi agisindan da

Onemlidir.

Radyoterapi esnasinda normal hiicreleri radyasyon hasarindan koruyabilmeyi diisiinerek
planlanan bu c¢alismada, 1sinlamadan hemen Once melatonin ve amifostin
uygulamalarinin denekleri radyasyonun olumsuz etkilerinden genel anlamda korudugu

gozlenmistir.

Bu sonuglara gore, radyasyon ratlarda biyomekanik parametrelerden; deformasyon
miktannda artisa, sertlik, depolanan. enerji, dayaniklilik ve Elastik modiilde azalmaya
neden olarak kemigin biyomekanik kalitesini azalttigi gozlenmistir. Kemik yapim-
yikim dongiisti birgok hormon, sitokin ve mineralin gorev aldig1 oldukca karmasik bir
stirectir. Ancak, mekanizmanin tam olarak agiklanabilmesi i¢in kemik yapim-yikim
dongiisiinde yer alan PTH, kalsitonin veya osteokalsin gibi hormonlarin biyokimyasal
degisimleri incelenmelidir. Bunun yaninda, kollojen olgunlagmasi sirasinda olusan ve
sadece kemik yikimi sonucu, kollojenin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan, kemige spesifik,

serum Deoksipiridinolin seviyeleri de biyokimyasal olarak degerlendirilmelidir.

Bu caligma ile radyasyon hasarina kars1 melatoninin kemik biyomekanik parametreleri
ile kemik yogunlugu iizerine radyoprotektif 6zellik gosterdigi saptanmistir. Radyasyon
hasarmma kars1 melatonin uygulamasinin klinikte giivenle kullanilan amifostin gibi
radyoprotektif etki sagladig1 ve bu etkinin tedavi kazancini arttirabilecegi, klinige fayda

saglayabilecegi kanisina varilmistir.
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