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OZET

DOKTORA TEZi

KLOROKIN ve GAMA RADYASYONUNUN OLUSTURDUGU INCE
BAGIRSAK HASARINA KARSI APOSINININ ETKILERi

Ayca SEZEN US

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman: Prof. Dr. Omiir BULAN

Radyoterapi giinimiizde en etkili kanser tedavi yontemlerinden biri olarak O6nemini
korumaktadir. Baz1 kanser hiicrelerinde saglikli hiicrelerde oldugu gibi besin ve oksijen
yetersizliginde hiicrenin sagkalimi i¢in otofajik bir siire¢ devreye girer. Radyoterapiye yanit
olarak gelisen otofaji bu tedavi yontemini kisitlar. Klorokin (CQ) anti malaryal bir ilag olarak
seksen yili askin bir stiredir kullanilmaktadir. Son yillarda CQ bir otofaji inhibitdrii olarak
gosterilmis ve yogun ilgi gormeye baslamistir. CQ uygulanan bazi timor hiicrelerinin otofaji
yapamadig1 ve enerjisini tiiketerek 6ldiigii ¢esitli calismalar ile gosterilmistir. Radyoterapiye
cevap olarak otofaji baskilandiginda hiicrelerin apoptoza gitme oraninda ciddi bir artis ve
sonugta tiimér boyutunda ciddi bir kiiciilme oldugu gosterilmistir. indirgenmis nikotinamid
adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz (NOX), reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tiretiminden sorumlu membrana bagl enzimatik bir komplekstir. Yapilan calismalarda NOX
kaynakli ROT un otofajiyi baslattigi tespit edilmistir. Aposinin (APO) etkili bir NOX inhibit6rii
olarak bilinen antioksidan ve antiapoptotik 6zellikleri olan bir maddedir. Caligmamizda kanser
tedavisinde radyoterapiye destek olarak CQ kullanilmasinin saglikli dokular {izerinde nasil bir
hiicresel yanit olusturacaginin belirlenmesi ve bu kombine tedavi yanitinda antioksidan rolii ile
APO’nun koruyucu etkilerinin ilk kez ortaya konmasi amaglanmastir.

Bu caligmada rastgele secilen laboratuvar hayvanlar her birinde 7’ser adet Wistar albino sican

bulunan sekiz gruba ayrildi. Birinci ve ikinci gruba fizyolojik tuzlu su, liglincii ve besinci gruba
CQ, dordiincii ve altinc1 gruba APO, yedinci ve sekizinci gruba CQ ve APO enjekte edildi. Tim
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enjeksiyonlar intraperitoneal (i.p.) yolla ve 5 giin boyunca 24 saatte bir olmak {izere bes kez
yapildi. Besinci enjeksiyonlardan bir saat sonra ikinci, besinci, altinci ve yedinci gruplara 8
Gray (Gy) tiim viicut radyasyon 1sinlamasi yapildi. Radyasyon verildikten bir giin sonra disekte
edilen sicanlardan ince bagirsak dokular1 alindi. Ince bagirsak dokusunda meydana gelen
histolojik degisimler hematoksilen-eozin (HE), Masson’un tiglii boyas1 (Masson) ve Periyodik
Asit Schiff (PAS) reaksiyonu uygulanarak, otofaji inhibisyonu otofagozomun spesifik kargo
proteini (p62) belirteci ile, hiicre proliferasyonu prolifere hiicre nuklear antijeni (PCNA)
belirteci ile immiinohistokimyasal olarak belirlendi. Biyokimyasal olarak otofaji igin
otofagozomal biyobelirteg olarak mikrotiibiil ile iligkili protein 1A/1B-hafif zincir 3 (LC3) ve
lizozomal inhibisyon i¢in lizozomal membran ile iliskili protein 2 (LAMP 2), apoptoz igin
sistein aspartat spesifik proteaz 3 (kaspaz-3) ve B-hiicre lenfoma 2 (BCL-2), oksidatif stresin
varligi ve degisimi i¢gin NOX, miyeloperoksidaz (MPO) ve malondialdehit (MDA),
inflamasyonun varlig1 ve degisimi i¢in Timor nekroz faktor -o (TNF- o) belirtegleri ile enzime
bagli immiinosorban yontem (ELISA) yontemi kullanildi. Ayrica rutin biyokimyasal yontemler
ile oksidatif stresin varligi ve degisimi igin lipit hidroperoksit (LPO), antioksidan etkinin varligi
ve degisimi i¢in total antioksidan kapasite (TAK), siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT)
ve glutatyon (GSH) belirtegleri kullanildi.

Sonug olarak ¢alismamizda, radyasyonun si¢an ince bagirsaginda énemli olgiide histolojik
hasar olusturdugunu, oksidatif hasar parametrelerinde belirgin bir artisa, antioksidan sistemde
zayiflamaya sebep oldugunu, antiproliferatif, inflamatuvar ve apoptotik etkilere sahip oldugunu
ayni zamanda otofajiyi uyardigimi belirledik. RAD ile verilen CQ’nun oksidatif stresi
arttirdigini, antioksidan kapasiteyi zayiflattigini, antiproliferatif ve antiinflamatuvar etkilere
sahip oldugunu, apoptoz lizerinde ise tek basina énemli bir degisime sebep olmadigini tespit
ettik. CQ’nun otofajinin lizozomal basamagindaki inhibisyon etkisiniden dolay1 bu grupta p62,
LC3 11 ve LAMP 2 seviyelerinde 6nemli artig gozlemledik APO’nun RAD ve CQ’nun meydana
getirdigi bu degisimleri 6nemli dlgiide tersine ¢evirmesi ise koruyucu etkisini gostermektedir.
Sonuglarimizin klinik uygulamalara 151k tutabilecegini dngérmekteyiz.

Haziran 2022, 173 sayfa.

Anahtar kelimeler: Gama radyasyon, klorokin, aposinin, ince bagirsak, otofaji
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THE EFFECTS of APOCYNIN AGAINST CHLOROQUINE and GAMMA
RADIATION INDUCED INTESTINAL INJURY
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Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Omiir BULAN

Today, radiotherapy maintains its importance as one of the most effective cancer treatment
methods. As in healthy cells, in some cancer cells, an autophagic process is activated for the
survival of the cell in nutrient and oxygen deficiency. Autophagy, which develops in response
to radiotherapy, limits this treatment modality. Chloroquine (CQ) has been used as an
antimalarial drug for over eighty years. In recent years, chloroquine has been shown as an
autophagy inhibitor and has begun to attract great attention. Various studies have shown that
some tumor cells treated with CQ cannot autophagy and die by consuming their energy. It has
been shown that when autophagy is suppressed in response to radiotherapy, there is a significant
increase in the rate of apoptosis of cells, resulting in a significant reduction in tumor size.
Reduced nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) oxidase (NOX) is a
membrane-bound enzymatic complex responsible for the production of reactive oxygen species
(ROT). Studies have shown that NOX-induced ROT initiates autophagy. Aposine (APO) is a
substance with antioxidant and antiapoptotic properties, known as an effective NOX inhibitor.
In our study, it was aimed to determine how the use of CQ as a support to radiotherapy in cancer
treatment will create a cellular response on healthy tissues and to reveal the protective effects
of APO with its antioxidant role in this combined treatment response for the first time.

In this study, randomly selected animals were divided into eight groups with 7 Wistar albino
rats each. Physiological saline to the first and second groups, CQ to the third and fifth groups,
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APO to the fourth and sixth groups, CQ and APO to the seventh and eighth groups, were
injected. All injections were administered intraperitoneally (i.p.) five times, every 24 hours for
5 days. One hour after the fifth injection, 8 Gray (Gy) total body irradiation was applied to the
second, fifth, sixth and seventh groups. Small intestine tissues were obtained from dissected
rats one day after radiation administration. Histological changes in the small intestine tissue
were applied by hematoxylin-eosin (HE), Masson's triple dye (Masson) and Periodic Acid
Schiff (PAS) reaction, inhibition of autophagy with the specific cargo protein (p62) marker of
autophagosome, cell proliferation, proliferation of cell nuclear antigen (PCNA) was determined
by immunohistochemistry. Biochemically, microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
(LC3) as autophagosomal biomarker for autophagy and lysosome membrane-associated protein
2 (LAMP 2) for lysosomal inhibition, cysteine aspartate-specific protease 3 (caspase-3) and B-
cell lymphoma 2 (BCL-2) for apoptosis, NOX, myeloperoxidase (MPQO) and malondialdehyde
(MDA) markers for the presence and change of oxidative stress, Tumor necrosis factor -o. (TNF-
a) markers for the presence and change of inflammation were determined using enzyme-linked
immunosorbent method (ELISA). In addition, lipid hydroperoxide (LPO) markers for the
presence and change of oxidative stress, total antioxidant capacity (TAK), superoxide
dismutase (SOD), catalase (KAT) and glutathione (GSH) markers for the presence and change
of antioxidant effect were determined with routine biochemical methods.

As a result of our study, we determined that radiation caused significant histological damage in
the rat small intestine, caused a significant increase in oxidative damage parameters, weakened
the antioxidant system, had antiproliferative, inflammatory and apoptotic effects, and also
stimulated autophagy. We found that CQ given together with RAD increased oxidative stress,
weakened antioxidant capacity, had antiproliferative and anti-inflammatory effects, and did not
cause a significant change on apoptosis by itself. Due to the inhibition effect of CQ on the
lysosomal step of autophagy, we observed a significant increase in p62, LC3 Il and LAMP 2
levels in this group. The fact that APO significantly reverses these changes caused by RAD and
CQ shows its protective effect. We anticipate that our results may shed light on clinical
applications.

June 2022, 173 pages.

Keywords: Gamma radiation, chloroguine, apocynin, intestine, autophagy
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1.GIRIS

Radyoterapinin kanser hastalarmin sagkalim ve iyilesme siirecinde olumlu etkileri uzun
yillardir bilinmektedir. Fakat tedavi sirasinda ve sonrasinda isinlanan saglikli dokular
lizerindeki yan etkilerini géz ardi etmemek gerekir (Ozalpan, 2001; Monobe ve dig., 2005;
Karabulut-Bulan ve dig., 2017). Iyonize radyasyon, radyasyonun tipine, maruz kalma hizina ve
dozuna bagli olarak ¢esitli hiicresel olaylara sebep olabilir (Geleijns ve dig., 2004; Park ve dig.,
2015). “Bergonie ve Tribondeau” yasasina gore, boliinme sikligi fazla olan dokularin
radyasyona duyarliliklar1 boliinmeyen veya daha az boliinen dokularla kiyaslandiginda, daha
fazladir (Steven ve Elwin, 1999; Erbil ve dig., 2005).

Radyoterapinin amaci kanser hiicrelerini ortadan kaldirmaktir. Iyonize radyasyonun cesitli
kanser tiirlerinde otofajiyi arttirdigini gosteren birgok arastirma yapilmistir. Radyasyona bir
yanit olarak otofaji yolu ile hiicrelerin sag kalimimin belirgin bir bigimde artmasi tedaviyi
kisitlayan, radyoterapinin etkinligini azaltan bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Yao ve
dig.,2003; Ye ve dig., 2016). Yapilan ¢alismalar otofaji inhibitorlerinin radyoterapiye ek olarak
kullanilabilecek bir ilag olabilecegi goriisiinti destekler niteliktedir (Chen ve dig., 2015; Sehgal
ve dig., 2015). Bu inhibitérlerin tedavideki basariyr arttirdigi gosterilse de bu ikili tedavinin
saglikli dokular iizerinde nasil etkileri oldugu heniiz netlik kazanmis degildir. Tedaviyi basaril
kilan bu kombinasyonun olas1 yan etkilerinin arastirilmasi ve bu etkilerin en aza indirgenmesi
amactyla, Aposinin (APO)'nun bir antioksidan olarak nasil rol oynayabileceginin belirlenmesi

bu arastirmanin merak konusudur.

Klorokin (CQ) uzun yillardir sitma tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Ayrica antiinflamatuvar
etkileri sebebiyle romatoid artrit ve lupus eritematozus tedavisinde de kullanilmaktadir.
Otofajinin; meme, prostat ve kolon kanserlerindeki inhibisyonu, bu hiicrelerin radyoterapiye
6lim yanitin1 artirmaktadir (Mathew ve dig., 2007). Otofajiyi inhibe ettiinin kesfedilmesiyle
CQ dikkatleri iizerine ¢ekmis ve basta kanser olmak tizere bir¢ok hastaligin tedavisindeki rolii
merak konusu olmustur. CQ ile muamele edilen tiimor hiicrelerinin otofaji yapamadiginda
enerjisini tiiketip 6ldiigli ortaya konmustur (Solomon ve Lee, 2009; Sasaki ve dig., 2010; Chen
ve dig., 2015; Pascolo, 2016). Yapilan bir ¢alismada CQ’nun otofajiyi inhibe ederek

glioblastoma tiimor hiicrelerinin enerjilerinin tiiketilip 6lmesini sagladig1 ve hastalarin sag



kalim siiresini arttirdigr gosterilmistir (Koukourakis ve dig., 2016). Bu sebeple otofaji
inhibitorlerinden biri olan CQ’nun tedavide radyoterapinin etkisinin artirilmasi ig¢in
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (Sehgal ve dig., 2015; Yuan ve dig., 2015). CQ’nun uzun
donemde belirgin yan etkilerinin gdzlenmemesi otofaji inhihibitorleri arasinda kullanimini 6n
plana ¢ikartmistir (Lu ve dig., 2008; Wei ve dig., 2020). CQ’nun otofajiyi inhibe etmesinin
yaninda DNA tamirini azalttigi, hiicre siklusunu durdurdugu ve apoptozu tetikledigi
gosterilmistir (Eng ve dig., 2016; Ye ve dig., 2016).

APQ, indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) oksidaz (NOX) inhibitori
olan bir antioksidandir. NOX enzimi reaktif oksijen tiirleri (ROT)’larin tiretimine sebep olur ve
inhibisyonu ile aktive olmus nétrofil ve makrofajlardan salinan siiperoksit (O27) olusumunu
inhibe eder (Stefanska ve Pawliczak, 2008). ROT seviyelerindeki artis radyasyon ile olusan
ince bagirsak hasarmin temel sebebidir (Keskek ve dig., 2006). ROT artisinin oksidatif stres
olusturarak apoptotik hiicre Sliimiinii uyardig1 ve bircok rahatsizlikla iliskili oldugu ortaya
konmustur (Moon ve dig., 2008). Cesitli deneysel ¢aligmalar APO’nun NOX’u inhibe ederek
terapotik etkileri olabilecegini gostermistir (Senejoux ve dig., 2013; El-Sawalhi ve Ahmed,
2014; Miller ve dig., 2014). Cagin ve digerlerinin (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada APO’nun
radyasyondan once verilmesinin oksidatif stresi azaltarak antioksidan etkiler gosterdigi ortaya
konmustur. Yapilan bir ¢calismada NOX aktivitesinin otofaji sirasinda arttigi belirlenmistir
(Teng ve dig., 2012). Bu sonu¢ APO’nun, NOX’u inhibe ederek, otofajiyi engelleyebilecegini

distindiirmektedir.

Yaptigimiz bu caligmanin amaci Kkanser tedavisinde radyoterapinin etkilerini arttirdigi
diistiniilen sitma, romatoid artrit gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan CQ’nun saglikli sigan
ince bagirsak dokusu lizerinde tek basina ve radyasyon ile uygulanmasinin ince bagirsak
dokusunda olusturabilecegi hiicresel yaniti ilk kez belirlemek ve APO’nun bu yanit tizerindeki

muhtemel koruyucu etkilerini ortaya koymaktir.



GENEL KISIMLAR

2.1. INCE BAGIRSAK

Ince bagirsak sindirim kanalinin en uzun bdliimiidiir. Duedonum, jejenum, ileum olmak iizere
tic temel kisimdan olusur. Sindirimin ve emilimin biiyiik dl¢lide gerceklestigi yapt olan ince
bagirsagin ortasinda degisen ¢aplarda bir limen bulunur (Junquiera ve dig., 1988). Bu liimenin
etrafi dort tabaka ile cevrilidir: tunika mukoza (lamina epiteliyalis, lamina propria ve lamina

muskularis), tunika submukoza, tunika muskularis ve tunika seroza (Sekil 2.1).
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b ince Bagirsak Kesiti

Sekil 2. 1: Ince bagirsagim genel goriiniimii. a: Ince bagirsagin tabakalari, b: ince bagirsak kesiti, c:
Ince bagirsak villusu (Mescher, 2009).

Tunika mukoza liimene dogru uzanan ve yilizey alanini arttiran villuslariyla maksimum
absorbsiyonu saglar. Kripta tabakasi ise devamli hiicre yenilenmesi ve proliferasyonun
gerceklestigi bolgedir. Kriptadan villuslara go¢ eden hiicreler farklilasarak enterositler, goblet
hiicreleri, Paneth hiicreleri ya da enteroendokrin hiicreleri meydana getirirler (Collins ve dig.,

2020). Bagirsak mukozasmin epitelinde enterositler, goblet hiicreleri, paneth hiicreleri,



enteroendokrin hiicreler ve M hiicreleri olmak {izere en az 5 tip hiicre bulunmaktadir.
Enterositler bagirsak liimenindeki sindirim {iriinlerinin absorbsiyondan sorumlu hiicrelerdir.
Ayrica suyun ve elektrolitlerin salgilanmasi i¢in gerekli enzimleri iireten salgilayici hiicrelerdir.
Bazal nukleus iceren uzun prizmatik goriiniime sahip enterositler icerdikleri mikrovilluslar
sayesinde emilim yiizeyini 600 kat arttirirlar. Goblet hiicreleri ise tek hiicreli miisin salgilayan
bezlerdir. Sayilar1 duedonumdan ileumun sonuna dogru giderek artar. Apikalde graniillerin
kiimelenmesi ve bazale dogru daralan goriiniimii ile cam kadehe benzetilir. Hematoksilin &
Eozin preparatlarinda igerdikleri miisinojen suda ¢oziiniip kayboldugu i¢in bu kisimlar bos
goriintir.  Paneth hiicrelerinin temel fonksiyonu antimikrobial maddeler salgilayarak dogal
mukozal bagisikligr siirdiirmektir. Salgiladiklar1 lizozim enzimi sayesinde bazi bakterilerin
hiicre duvarmi sindirebilirler. Yapilarinda bulunan a-defensinler sitotoksik CD8'T
lenfositlerinde araci fonksiyonu olan peptitlerin homologudur. Ayrica arjinin bakimindan
zengin bir protein ve ¢inko igerirler. Enteroendokrin hiicreler gesitli parakrin ve endokrin
hormonlar1 {iretirler. Endokrin fonksiyonlarini kolesistokinin, sekretin, gastrik inhibitor
polipeptit ve motitlin lreterek gergeklestirirler. Kolesistokinin ve sekretin hormonlari
pankreatik aktiviteyi ve safra salgisini arttirirken gastrik salgilari ve motiliteyi inhibe eder.
Gastrik inhibitdr polipeptit, pankreastan insiilin salimimini uyarirken, motilin gastrik ve
intestinal motiliteyi uyarir. Parakrin (lokal etkili) hormonlar olarak ise somatostatin ve histamin
uretirler. M hiicreleri, lamina propriyadaki genislemis lenf nodiilleri ve Peyer plaklarinin
tizerinde yer alan modifiye enterositlerdir. Apikallerinde mikrokatlantilar bulunur. Liimendeki
mikroorganizmalar1 ve makromolekiilleri endositozla hiicre i¢ine alan ve Peyer plaklarina ileten
antijen tasiyict hiicrelerdir (Ross ve Pawlina, 2010). M hiicreleri bu sayede bagirsaklarda
immun yanitin baglatilmasini saglarlar (Y 6riik, 2008). Lamina propria ve submukoza icerisinde
bulunan Peyer plaklari ¢cok miktarda makrofaj, T ve B lenfositlerini igerir (Junquiera ve dig.,
1988). Tunika submukoza sik1 bag dokusundan olusur ve adipoz hiicreler igerir. Duedonum
submukozasinda Brunner bezleri bulunur. Brunner bezleri hem mukus hem de zimojen
salgilayan hiicrelere sahiptir. Bu bezlerin salgilar1 yiiksek diizeyde alkali olup asidik kimusu
notralize ederek ince bagirsagin proksimalini korurlar. Ayrica bu alkali salgilar ince bagirsagin
pH’1n1 pankreatik enzimlerin ¢alismasi i¢in uygun hale getirerek sindirime de yardimci olurlar.
Tunika muskularis igte sirkiiler (halkasal), dista longitudinal (boyuna) uzanan iki kas
tabakasindan olugmustur. Bu iki kas tabakasinin arasinda miyenterik pleksus (auerbach

pleksusu) bulunur. Lokal ve peristaltik olmak iizere iki cesit kas kasilmasi gdzlenir. Lokal



kasilmalar kimusun sindirim sular1 ile karigimini, dolasimini ve absorbsiyon i¢in temasini
saglarken, peristaltik kasilmalar bagirsak igeriginin distal yonde hareketini saglar (Ross ve
Pawlina, 2010). Tunika seroza ise ince, gevsek bir bag dokusu ve mezotel hiicreleriyle doselidir

(Junquiera ve ark. 1988) (Sekil 2.1).
2.2. iYONIZAN RADYASYON

Radyoaktif ¢ekirdeklerin kararli hale gelebilmek amaciyla yaydiklar1 hizli pargaciklar ve
elektromanyetik dalga seklinde tasinan fazla enerjilere radyasyon (Cetin, 2011), bu enerjiyi
yayan maddelere radyoaktif maddeler adi verilir. Iyonize radyasyon, etki ettizgi maddede
iyonlasmaya sebep olur. Iyonlasma, radyasyon ile etkilesime giren canli veya cansiz bir
maddede meydana gelebilir (Senlik, 2010).

Tim canlilar yasamlar1 boyunca radyasyona maruz kalirlar. Radyasyonun canli sistemlerde
meydana getirdigi degisim uzun yillardir ¢ok sayida arastirmaya konu olmustur. Iyonizan
radyasyon elektromanyetik (X ve gamma isinlar1) ve partikiiler (protonlar ve mdtronlar)
radyasyon olmak iizere iki ana baslik altinda incelenir. Iyonizan radyasyonun canli sistemlerde
meydana getirdigi iyonlagsma ve uyarilma sonucunda bir saniyeden kisa siirede meydana gelen
erken (akut) etkiler veya giinler, aylar, bazen yillar sonra ortaya ¢ikan geg etkiler gézlenebilir

(Ozalpan, 2001).

Radyasyon dort temel 6zelligi sayesinde ¢ok ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. Bu 6zellikler
radyasyonun izlenebilme 0&zelligi, maddenin radyasyonu etkileme ozelligi, radyasyonun
maddeyi etkileme 6zelligi ve radyasyonun enerjiye sahip olma dzelligidir. Izlenebilme 6zelligi
sayesinde radyasyon cesitli biyokimyasal siireclerin arastirilmasi, kayalarin yasmin tespit
edilmesi, niikleer tip uygulamalar1 ve piston aginmasi Ol¢limleri gibi ¢ok cesitli alanlarda
kullanilmaktadir. Tipta radyolojik uygulamalar, bilgisayarli tomografi ve endiistride kalinlik
Olgtimleri gibi alanlarda kullanilmasi radyasyonun maddeden etkilenme 6zelligi sayesindedir.
Radyasyonun maddeyi etkileme o0zelligi sayesinde kullanildigi alanlara ise radyoterapi
uygulamalari, yeni tohum g¢esitlerinin elde edilmesi, tibbi gereglerin sterilizasyonu gibi
uygulamalar 6rnek verilebilir. Bu alanlarin yani sira elektrik enerjisinin elde edilmesi, denizalti
ve uzay araglarinin hareketinin saglanmasi gibi kullanim alanlar1 radyasyonun sahip oldugu

enerjiden kaynaklidir (Ozalpan, 2001).



Radyasyonun biyolojik sistemler iizerindeki etkileri direkt veya indirekt olabilir. Direkt etki,
DNA veya enzim gibi biyolojik bir molekiil tarafindan radyasyon enerjisinin dogrudan
absorplanmasi ile baslayan bir dizi degisimi ifade eder. Indirekt etki ise ortamdaki biyolojik
olmayan diger molekiillerin radyasyon enerjisini absorbe etmesi ve degisiklige ugrayan ortam
molekiillerinin biyolojik molekiillerle reaksiyona girerek onlarda c¢esitli degisimlere sebep
olmasi ile ortaya ¢ikar. Yani etki ettigi ortamdaki biyolojik olmayan diger aract molekiilleri
iceren dolayli bir siiregtir. Radyasyonun biyolojik sistemlerdeki etkileri 3 basamakli bir
stirectir: fiziksel, kimyasal ve biyolojik kademe. Fiziksel kademe, radyasyon enerjisinin canli
dokulardaki atom ve molekiillere transfer edildigi ve iyonlasmalara yol actig1 siiregleri kapsar.
Iyonlasan molekiiller son derece karasizdir ve serbest radikallerin olusumuna sebep olurlar. Bu
serbest radikallerin niikleik asit, proteinler, hiicre zar1 gibi yapilarda bozulmalara sebep oldugu
sekonder reaksiyonlar kimyasal kademe olarak adlandirilir. Biyolojik kademe ise DNA
hasariin onarilmasi, onarilmayan DNA’ya sahip hiicrelerin 6lmesi ve karsinogenez gibi uzun

donemde ortaya ¢ikan sonuglari kapsar (Denham ve dig., 2001; Ozalpan, 2001).

Iyonizan radyasyon hiicrede bir dizi molekiiler ve fizyolojik degisiklige neden olur.
Radyasyona maruz kaldigi anda sistemin patofizyolojisi degismeye baslar (Stone ve dig.,
2003). “Bergonie ve Tribondeau” yasasina gore, her hiicre tipinin radyasyona duyarlilig
farklidir. Bir dokunun radyasyona duyarliligi mitotik aktivitesi ile dogru, farklilagsma derecesi
ile ters orantilidir (Ozalpan, 2001). Béliinen hiicre sayisi ve boliinme siklig1 fazla olan deri,
bagirsak, tireme ve kan hiicreleri gibi az farklilasmis hiicrelerin radyasyona duyarliliklart daha
fazla iken, boliinmeyen veya daha az boliinen karaciger, bobrek, kikirdak, kas, sinir hiicreleri
gibi iyi farklilagmig hiicrelerin radyasyona duyarliliklart daha azdir (Steven ve Elwin, 1999;
Erbil ve dig., 2005). Iyonize radyasyon radyasyonun tipine, maruz kalma hizina ve doza bagh

olarak farkli hiicresel reaksiyonlar1 indiikleyebilir (Geleijns ve dig., 2004; Park ve dig., 2015).

Radyasyon tedavisi ¢ogu kanser hastasi i¢in kagimilmaz bir se¢imdir. Abdominal timdr
radyoterapilerinde goriilen en yaygin yan etkilerden biri ince bagirsakta meydana gelen
hasarlardir (Thames, 1983; Andrade ve dig., 2004; Henni ve Ali, 2012; Roszak ve dig., 2012).
Radyasyona bagli bagirsak hasarinin tedavisi cerrahi miidehale, hiperbarik oksijen tedavisi ve
beslenme destek yaklagimlarina dayanmaktadir. Ancak bu yontemler ideal terapdtik etki

gostermemektedir (Meineke ve Fliedner, 2005). Bu nedenle, radyasyon hasari iizerinde 6nleyici



etkisi olan ve radyasyona bagl bagirsak mukozal hasarinin iyilesmesini tesvik edebilecek yeni

yontemler gelistirmek biiylik 6nem tasimaktadir (Liu ve dig., 2015).
2.3. APOPTOZ

Apoptoz ¢esitli fizyolojik veya patolojik sebeplerle uyarilabilen, enerjiye bagimli, kendine 6zgii
morfololojik ve biyokimyasal 6zelliklere sahip programli hiicre 6liimii ¢esitlerinden biridir
(Celepli ve dig., 2020). Radyasyon, orta siddette oksidatif stres, hiicre yaslanmasi, bazi viriisler,
timor hiicreleri, bazi ilaglar, biiyiime hormonu eksikligi, Fas ve TNFR-1 reseptor aktivasyonu
gibi ¢esitli nedenler apoptozu baglatabilir (D’arcy, 2019). Apoptoz kendine 6zgii morfolojik ve
biyokimyasal degisimler sayesinde diger hiicre 6liimii g¢esitlerinden ayrilir. Hiicre kiigiiliir,
komsu hiicrelerden uzaklasarak yuvarlaklasir. Bu siiregte hiicre membran1 ve organellerin
yapisi bozulmaz, hiicre i¢erigi hiicrenin disina ¢ikmaz. Hiicre, zarla ¢evrili tomurcuklar halinde
koparak apoptotik cisimcikleri meydana getirir. Apoptotik cisimcikler komsu hiicreler veya
makrofajlar tarafindan fagosite edilirler (Kerr ve dig., 1972). ATP gerektirmesi, enflamasyonun
goriilmemesi, DNA’nin 180 baz ¢ifti ve katlar1 seklinde (DNA merdiveni) pargalanmasi
apoptoza 6zgl biyokimyasal degisimlerdir (Fink ve Cookson, 2005). Apoptoz 5 farkli yolakla
gerceklesebilir. Bu yolaklardan en yaygin olan ikisi intrinsik yolak ve ekstrinsik yolaklardir

(Grilo ve Mantalaris, 2019).

Apoptozun intrinsik yolu radyasyon kaynakli gen hasarlari, mitokondriyal hasar, endoplazmik
retikulum stresi, onkogenler ve biiylime faktoriiniin yoklugu gibi sebeplerle aktive olur (Singh
ve dig., 2019). BCL-2 proteinleri intrinsik yolun kontroliinde 6nemli rolii olan proapoptotik ve
antiapoptotik ozelliklere sahip merkezi diizenleyicilerdir (Du Toit, 2013). icerdikleri BH
gruplaria gore 3 ¢esittirler: tim BH alanlarin1 (BH1, BH2, BH3 ve BH4) icerenler, {ic BH
alan1 (BH1, BH2 ve BH3) igerenler ve tek BH alani (BH3) igerenler. Ilk grup antiapoptotik etki
gosterirken ikinci ve tigiincii grup proapoptotiktir. Tiim BH alanlarini i¢eren ilk grup mitokondri
membranindaki BAX ve BAD proteinlerini bloke eder. U¢ BH alani igeren ikinci grup
mitokondrinin dis zarindaki gecirgenligi arttirarak proapoptototik faktorlerin sitozole
salinmasini saglar. Tek BH alan1 igeren ii¢lincii grup proteinler ise dogrudan BAX ve/veya BAK
ile etkileserek yapida degisiklige neden olurlar (Kale ve dig., 2018). BAX ve BAK mitokondri
dis zarinda gozenekler olusturabilen Apaf-1 molekiiline bagli proapoptotik BCL-2
proteinleridir. Intrinsik yol uyarildiginda Apaf-1 serbest kalir ve mitokondriyal dis zar

gecirgenligi (MOMP) artar. Mitokondrideki sitokrom C sitozole salinir. Sitozoldeki sitokrom



C, Apaf-1, kaspaz-9 ve ATP bir araya gelerek apoptozom adi verilen kompleksi meydana
getiriler. Bu kompleks apoptotik hiicre 6liimiinii geri doniisiimsiiz yola sokan kaspaz kaskadini

baslatir (Pefia-Blanco ve Garcia-Saez, 2018; Kalkavan ve Green, 2018).

Apoptozun ekstrinsik yolu aktive T hiicreleri, dogal 6ldiirticti (NK) hiicreler ve makrofajlarin
FasL ve TNF-a reseptorlerine baglanmasi ile baglatilir. Bu baglanma sonucunda prokaspaz-8
aktive olur ve kaspaz kaskadi uyarilir. Bu yolakta 6liime neden olan kompleksi (DISC)
olusturmak i¢in prokaspaz 8 ve 10 adaptdr proteinlere baglanarak aktive olurlar. Aktif kaspaz
8 ve 10 efektor kaspazlari (kaspaz 3, 6 ve 7) aktive ederler. Ayrica kaspaz 8 BID’i pargalayarak
intrinsik yolu aktive eder (Choo ve dig., 2019) (Sekil 2.2).

Intrinsik Yol Ekstrinsik yol
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Sekil 2. 2: Apoptotik Yolaklar (Giveng ve Gliveng, 2017).

Apoptoz kaspaz ailesi enzimlerinin aktivasyonuna baglidir. Baslatici kaspazlar ve efektor
kaspazlar olarak iki gruba ayrilirlar (Elmore, 2007). Hiicre hasari tespit edildikten sonra,
baslatic1 kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9 ve 10) aktive edilirler ve efektor kaspazlar (kaspazlar 3, 6 ve
7) aktive ederler. Efektor kaspazlarmin aktivasyonu endoniikleazlarin aktivasyonu, DNA

fragmentasyonu, niikleer proteinlerin ve hiicre iskeletinin yok edilmesi, fagositik hiicreler i¢in



ligandlarin ekspresyonu ve apoptotik cisimlerin olusumu ile sonuglanan olaylar dizisini baglatir

(Martinvalet ve dig., 2005; Poon ve dig., 2014).
2.4. OTOFAJI

Otofaji besin yoklugu, hipoksi, enfeksiyon gibi hiicresel stres durumlarinda uzun omiirlii
proteinlerin, hasarli organellerin ve sitozolik pargalarin geri doniisiimiinii saglayan 6nemli bir
sagkalim mekanizmasidir. Geri doniisiiriilecek bu hiicresel yapilar otofagozom adi verilen ¢ift
zarli bir vezikiilin i¢ine alinir. Otofagozomlar lizozomlarla kaynasarak otofagolizozomlari
olusturur (Mehrpour ve dig., 2010; Anding ve Baehrecke, 2015). Otofagolizozomun igindeKi
materyaller yapi taslarina ayrilarak hiicre igi yapilar igin alternatif kaynak ve hiicrenin yasamini
devam ettirmesi i¢in enerji lretimine substrat saglarlar (Galluzzi ve dig., 2012). Memeli
hiicrelerinde ii¢ farkli otofaji yaniti tanimlanmistir: makrootofaji, saperon aracili otofaji ve

mikrootofaji (Mizushima ve dig., 2008).

Makrootofajide, sitozoliin bir kismi otofagozom olarak adlandirilan, bir lizozom ile kaynasan
bir ¢ift zar yapisi tarafindan yutulur; otofagolizozom igerigi lizozomal enzimler (proteazlar,
lipazlar, niikleazlar) tarafindan 37 ATG proteini tarafindan koordine edilen bir islemde
ayristirilir. Endoplazmik retikulum (ER), Golgi / trans-Golgi aparati ve plazma zar1 dahil olmak
tizere bir¢ok hiicresel yap1 otofagozom olusumuna katilir. Saperon aracili otofaji, stres kosullari
altinda sitozolik proteinlerin bozulmasindan sorumludur. Tim saperon aracili otofaji
substratlari, bir sitozolik saperon, 6rnegin HSC70 (Arias ve Cuervo, 2011) tarafindan taninan
bir pentapeptid motifi (KFERQ) icerir, Lamp2a'ya baglanir ve bu da katlanmamis protein
substratinin lizozomal membranlar arasina dogrudan translokasyonu ve sitozolik proteinlerin
degradasyonu ile sonuclanir. Mikrootofajide, sitozolik materyal lizozom tarafindan dogrudan
fagosite edilir. Son zamanlarda, mikrootofaji, parcaladigi yiik temelinde mitofaji, peksofaji,
retikiilofaji ve ribofaji olarak yeniden adlandirilmistir (Dash ve dig., 2016) (Sekil 2.3).
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Sekil 2. 3: Otofaji Cesitleri (Dash ve dig., 2016).

Genel olarak otofaji, baslangic (indiiksiyon), ¢ekirdeklenme (niikleasyon), uzama
(elongasyon), olgunlagsma (maturasyon) ve bozulma (degradasyon) olarak bilinen bes farkl
adimla koordine edilir. Amino asitler, lipitler ve sekerler gibi besin seviyelerinin yetersizligi
mTORI1 diizeylerinin azalmasina sebep olurken bu azalma otofaji sinyalini aktive eder. Bazal
diizey otofaji sirasinda, Unc-51 benzeri kinaz (ULK1 / 2), ATG13, FIP200 ve ATG101,
mTOR1 ile aktif olmayan bir kompleks i¢inde bulunur. Baslatma sirasinda, mTOR
aktivitesindeki azalma, ULK kompleksinin (ULK1 — ATG13 - FIP200 — ATG101)
fosforilasyonu ve sitoplazmadan ER’a translokasyonuna yol a¢ar (Mizushima, 2010; Jewell ve
dig., 2013; Lamb ve dig., 2013). ULK kompleksinin ER proteinleri ile etkilesimi baglamaya yol
acar. Ikinci adim olan ¢ekirdeklenme, Beclin 1 — ATG14L — PI3KCIII- p150 — Ambral veya
Beclin 1 — UVRAG — PI3KCIII-P150 — Bifl 'den biri ile simif IIT fosfotidilinositol 3-kinazin
(PIBKCIII) etkilesimleri ile ULK kompleksinde biiyiime ile meydana gelir (Janku ve dig.,
2011). Ek ER proteinleri (DFCPI ve WIPI) kavisli bir ¢ift zar yapisinin ¢ekirdeklenmesini ve

olusturulmasini kolaylastirir. Beclin 1'in Rubicon veya antiapoptotik protein (BCL-2 olarak



11

adlandirilir) ile bir kompleks olusturmasi durumunda otofaji siirecinin inhibe edilebilecegi
gosterilmistir (Matsunaga ve dig., 2009). Uzama olarak adlandirilan {i¢lincii asamaya oncelikle
ubikuitin benzeri protein konjligasyon sistemleri aracilik eder. ATG12 — ATG5 kompleksi,
otofagosomal membranda lokalize olan ATG12 — ATG5 — ATG16 (ATG16L) olusturmak igin
ATG16 ile birlesir. ATG16L kompleksi daha sonra fosfotidiletanolamin (PE) ve membran
yerlestirme yoluyla LC3 lipitini arttirir. LC3 II (LC3-PE, fosfotidiletanolamin Ipidine bagl LC3
I), otofagosomun i¢ ve dis zarlarinda lokalizedir. Uzama sirasinda, otofagosom tizerinde LC3
proteini otofaji reseptor proteinleri (p62, NBR1 veya NIX) (Kirkin ve dig., 2009; Puissant ve
dig., 2012) yoluyla yanlhs katlanmis ve poliubikuitinlenmis proteinler ile etkilesime girebilir.
Otofaji yoluyla bozulan proteinler, lizozoma gonderilmek tizere hedef proteinleri modifiye eden
ubikitin benzeri protein LC3 ile etkilesime giren p62 ve NBR1 gibi otofaji reseptorleri
tarafindan taninir. Dordiincii adim olan olgunlagma otofagosomun tamamlanmasi ile ilgilidir.
Otofagosom iki olgunlasma asamasindan geger. Ilk olarak, otofagosom, bir amfizom
olusturmak icin multivezikiiler endozomlarla kaynasir ve burada asitlenme igin proton
pompalari alinir. Ikincisi, amfizomlar bir lizozomla kaynasir ve otofagolizozom haline gelir.

Son olarak, otofagolizozomun iginde bulunan hiicresel materyaller, farkli lizozomal enzimlerin

Otofagozom

Lizozomal
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Sekil 2. 4: Otofajinin Basamaklar1 (D’ Arcy, 2019).
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Amino asitler, lipitler ve sekerler gibi bozunma iiriinleri, 6rnegin yeni proteinlerin iiretiminde
yeniden kullanilmak {izere lizozomal akis tastyicilart yoluyla otolizozomdan salinir.
Otofagolizozomdan besin maddelerinin salinmasi, otofaji sonlandirmasini ve yeni ortaya ¢ikan
lizozomlarin olusumunu tetikleyen mTOR'u yeniden etkinlestirir. Bu siirece otofajik lizozom
reformasyonu denir. Yetersiz beslenme kosullar1 altinda, dongii tekrarlanir. Bir amfizomun bir
lizozom ile fiizyonu, Lamp2a ve az miktarda GTPaz Rab gerektirir (Tanaka ve dig., 2000; Jager
ve dig., 2004). ATG proteinlerinin yeniden kazanilmasina ATG2, ATGY ve ATG18 aracilik
eder. ER, otofaji membran kaynaginin baslatilmasi i¢in ¢ok Onemlidir, ancak otofajinin
baslatilmasi i¢in Golgi aparati, endozomlar, plazma zar1 ve mitokondri de gereklidir. Artmis
otofajik degradasyon, doku homeostazinda 6nemli olabilecek hiicre Gliimiine yol agabilir.
Diisiik otofaji yaniti ise kanser ve norolojik hastaliklarin gelisimi ile iliskilendirilmistir (Dash

ve dig., 2016).

Otofaji temel olarak besin kaynaklarinin azalmasma yanit olarak (Thumm ve dig., 1994,
Mizushima ve dig., 1998) hiicresel adaptasyon i¢in kullanilir ve genellikle koruyucu bir yanit
olarak kabul edilir. Bununla birlikte, bazi durumlarda hiicre 6liimiine de (Yuan ve Kroemer,
2010; Denton ve dig., 2012) katilabilir ve bazen programlanmus hiicre dliimiiniin (PHO) ayri
bir ¢esidi olarak goriiliir. Otofajinin ilk adimlarindan biri otofagozomlarin olusumu (He ve
Klionsky, 2009; Weidberg ve dig., 2011) oldugundan, aktivitesi genellikle otofagozom birikimi
temelinde degerlendirilir. Hiicre i¢inde artmis otofajinin veya otofagozom olusumundan
sonraki bir basamakta otofajinin inhibisyonunun bir sonucu olarak otofagozom birikimi
gozlenebilir (Klionsky ve dig., 2012). Bu durum otofaji testlerinin yorumlanmasini

zorlagtirmaktadir (Mizushima ve dig., 2010).

Otofaji ve apoptoz genellikle ayn1 hiicrede, cogunlukla otofajinin apoptozdan 6nce geldigi bir
sirayla meydana gelir (Maiuri ve dig., 2007). Ciinkii stres, 6zellikle stres seviyesi 6limciil
degilse, otofajik bir yaniti uyarir. Stres kritik bir silireyi veya yogunluk esigini astiginda
apoptotik ve apoptotik olmayan Oldiiriicii programlar etkinlestirilir. Bir¢ok durumda otofaji
strese uyum saglamak igin meydana gelir (Kroemer ve dig., 2010). Bununla birlikte, hiicre
apoptoza baslarsa, kismen temel otofaji proteinlerinin kaspaz aracili boliinmesi nedeniyle
otofaji inaktive edilebilir. Ozel durumlarda otofaji veya otofajik siirece dahil olan temel

proteinler, hiicrelerin vazgecilmez kisimlarini katabolize ederek veya apoptotik veya nekrotik
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programlarin aktivasyonunu kolaylastirarak hiicresel 6liimii tesvik de edebilir (Galluzzi ve dig.,

2009).

Modiilasyonlu otofaji, baz1 kanser tiirleri i¢in umut verici bir terapotik yaklagim olarak ortaya
cikmistir (Bhat ve dig., 2018). Tiimoériin ¢esidine ve gelisim evresine bagli olarak otofajinin
aktivasyonu veya inaktivasyonu tiimorgeneze farkli katkida bulunabilir. Azaltilmis otofaji,
tiimor ilerlemesine katkida bulunabilirken, artan otofaji, hipoksik, metabolik veya terapotik
stres kosullar1 altinda tiimor sagkalimi i¢in bir mekanizma olabilir. Bu nedenle, otofaji siirecinin
modiilasyonu, antikanser tedavilerinin arttirilmasi i¢in umut verici fakat karmasik bir terapotik
stratejidir. Tiimdr modellerinde otofajinin daha iyi anlasilmasi, kanser tedavisi i¢in yeni ve

etkili terapdtik stratejilerin belirlenmesinde ¢ok 6nemlidir (Marinkovié ve dig., 2018).
2.4.1. Otofajinin Klinik Olarak Hedeflenmesi

Otofajinin ¢esitli hastaliklarda rolii oldugu tespit edildiginden beri otofaji aktivasyonu veya
inhibisyonu yeni ¢alismalarin hedefi olmustur. Buna ragmen hangi hastaliklarin tedavisinde
hangi dl¢iide aktivasyonun veya inhibisyonun etkili oldugu heniiz tam olarak anlasgilamamaistir.
Ornegin baz1 kanser tiirlerinde radyoterapiye cevap olarak artmis otofaji aktivasyonunun timor
gelisimine katkida bulundugu belirlendikten sonra bu kanserlerde otofaji inhibisyonu fikri
birgok arastirmaya konu olurken, bazi kanser tiplerinde tiimor gelisiminde otofajinin 6nemli bir
rolii oldugu diisliniilmemektedir. Bagka bir 6rnek norodejeneratif hastaliklarin bazilarinda
azalmis olan otofajinin arttirilmasi i¢in otofajiyi aktive eden ajanlarin kullanilmasidir. Bu
caligmalar sirasinda bir¢ok otofajik yolagin aktivasyonu veya inhibisyonu hedeflenmis ve bu
ajanlardan bazilar1 denenmistir. Ornegin, rapamisin (mTOR) kompleksinin memeli hedefi olan
MTORCI otofajiyi inhibe eder. Bu nedenle, mTOR inhibitorleri siklikla otofajiyi uyarmak igin
kullanilir (Arias ve dig., 2015). Otofaji mTOR'dan bagimsiz olarak da indiiklenebilir. Ornegin,
mTOR'dan bagimsiz olarak calisan dogal olarak olusan disakkarit trehaloz (Sarkar ve dig.,
2007), glikoz tasiyicilarini etkileyerek karaciger hastaligina karsi koruma amaciyla otofajiyi
indiikler (DeBosch ve dig., 2016). Bagka bir 6rnek, mitokondride BCL-2 etkilesimlerini bloke
ederek apoptozu indiiklemek i¢in tasarlanan Venetoclax gibi BH3 mimetikleri, otofajiyi
indiiklemek i¢in Beclin-1 ve BCL-2 arasindaki etkilesimleri de bozar (Maiuri ve dig., 2007).
Bununla birlikte, bu mekanizma sorgulanmistir ve BH3 mimetiklerinin sadece dogrudan
hedeflerine ulastiktan bir siire sonra meydana gelen dolayli mekanizmalar yoluyla otofajiyi

etkileyebilecegi one siiriilmiistiir (Reljic ve dig., 2016). Otofajiyi modiile edebilen bir¢ok ilaca
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ek olarak (Levine ve dig., 2015), kalori kisitlamasi1 ve egzersiz gibi farmakolojik olmayan
miidahaleler de otofajiyi indiikler. Ornegin egzersiz, fareleri diyabetten koruyabilecek otofajiyi

indiiklemek i¢in Beclin-1 sinyal kompleksini hedefler (He ve dig., 2012).

Otofajiyi inhibe etmek i¢in denenen ajanlara protein kinazlar, ULK1 ve ULK2 inhibitorleri
(Egan ve dig., 2015, Petherick ve dig., 2015) ve simif III fosfoinositid-3-kinaz (VPS34) (Ronan
ve dig., 2014) 6rnek verilebilir. ATG7 geninin hedef alindig: siirecleri bloke eden farmakolojik
inhibitorler bulunmakla beraber kullanimlari tartisilmaktadir. LC3-PE konjugasyonu, LC3'iin,
proteaz, ATG4B tarafindan, farmakolojik olarak da inhibe edilebilen yarilmasi ve
islenmesinden sonra meydana gelir (Akin ve dig., 2014). LC3-PE otofagosom membrana dahil
edilir ve otofajinin en yaygin belirtecidir (Klionsky ve dig., 2016). Son adim, otofagosomu
SNARE proteini STX17 araciligiyla lizozomla kaynastirmaktir (Itakura ve dig., 2012). Bu
asama CQ ve hidroksiklorokin (HCQ) veya Bafilomisin Al gibi lizozomal inhibitdrlerle bloke
edilebilir (Towers ve Thorburn, 2016) (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5: Otofajiyi arttiran ve inhibe eden uygulamalarin hedefleri (Towers ve Thorburn, 2016).

Kanser tedavisinde otofajiyi Onlemeye calisan bir¢ok ¢alisma vardir. Mevcut klinik
calismalarda CQ veya HCQ kullanilmaktadir. Bu ilaglar, lizozomu inhibe ederek otofajiyi bloke

ederken, inhibitor aktivitesinin farmakodinamik belirtecleri olarak kullanilan otofagosomlarin
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ve LC3'lin birikmesine neden olur. CQ ve HCQ, onlarca yildir sitma ve romatoid artriti tedavi
etmek icin kullanilan, ancak otofaji inhibitdrleri olarak bazi uyarilara sahip olan ucuz ve FDA
tarafindan onaylanmis ilaglardir. Otofajiyi inhibe ederek antitimor etkilere sahip olabilirler
veya otofajiden bagimsiz mekanizmalar ile bazi timdrleri kemoterapiye daha duyarli hale
getirebilirler (Maycotte ve dig., 2012; Eng ve dig., 2016).

Otofaji inhibisyonunun diger antikanser ilaclarin1 daha etkili hale getirebilecegine dair 6nemli
kanitlar olmasina ragmen, bu sadece otofajiye bagimli olmaya baslayan tiimor hiicrelerinde
uygulanabilir (Towers ve Thorburn, 2016). Otofajiye bagimli olmayan kanser hiicrelerinde ayni
ilag kombinasyonu sinerjistik olmaktan ziyade antagonistik olabilecegi gibi (Levy ve dig.,
2014; Maycotte ve dig., 2014); su anda tiim kanser hiicrelerinin otofajiye bagimli olup

olmayacaginin tam olarak bilinmemesi kullanimin1 zorlastirmakltadir (Thorburn ve dig., 2014).
2.5. KLOROKIN

'Kina kina' kabugunun faydali 6zellikleri Inkalar tarafindan kesfedilmistir. Sitma iizerindeki
olast iyilestirici etkisinin ilk raporu ise 1600'lere dayanmaktadir (Wallace, 2001). 'Kina kina'
kabugunun tibbi 6zelliklerine artan ilgi, Ingilizlerin ve Hollandalilarin bu agaglarm ekilmesi
icin yatirim yapmasina sebep olmustur. Kinin kullanimi antimalaryal tedavinin temelini
olusturmustur (Wallace, 1996). Hans Andersag 1934'te, kinakrinin akridin halkasin1 bir kinolin
halkasi ile degistirmis ve elde edilen bilesik daha sonra CQ olarak adlandirilmistir (Krafts ve
Hempelmann, 2012). Kinakrin ve CQ ile sitma profilaksisinde askerlerde romatoid artrit ve deri
dokiintiilerinde 6nemli bir iyilesme saglandiktan sonra, Il. Diinya Savas1 sirasinda antimalaryal
ilaclarin “yeniden hedeflenmesi” ile farkli hastaliklarin tedavisinde de kullanilabilecegi fikri

ortaya atilmistir (Ben-2vi, 2012).
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Sekil 2. 6: CQ’nun acik formiilii.

CQ kapali formiilii C18H26CIN3 olan kinolin halkasinda bagli bir amino grubu igerdiginden
aminokinolin olarak adlandirilan organik bir bilesiktir (DrugBank, 2016) (Sekil 2.6). Agizdan
alimini takiben hizla ve tamamen absorbe olur. Bir kism1 plazmadaki proteine bagli olarak, bir
kism1 karacigerde sitokrom p450 enzimi tarafindan metabolize edilir. Hepatik
biyotransformasyon araciligi ile N-dealkilasyon yolunda 2 metabolite sahiptir: desetilklorokin,
bidesetilklorokin. insan karaciger ~—mikrozomlarinda CQ’yu N-deasetilasyonu ile
desetilklorokine ¢evirmekle sorumlu ana enzimler: CYP2C8 ve CYP3A4/5’tir (Kim ve dig.,
2003). Diger aminokinolinler gibi CQ de bobrekler ve karaciger tarafindan uzaklastirilir
(Bernstein, 1991). Bobrek ve karaciger disfonksiyonu sebebiyle atilimin azalmasi durumunda
agrir1 ilag birikiminden kaynakli retinopati gibi yan etkiler konusunda yiiksek risk olusturur
(Mackenzie, 1983). Suda ¢6ziinebilir. Kan-beyin bariyerini gegebildigi i¢in 6zellikle norolojik
hastaliklarda ilag olarak kullanimu ilgi gekmektedir. Yar1 omrii yaklasik 1-2 aydir. Idrarla, aym
zamanda kismen fegesle de atilir. Ozellikle uzun siireli kullaniminda kandan daha ¢ok beyin,
kas, deri, kalp ve karaciger de yiiksek konsantrasyonlarda gézlenmesi dokuda birikmesinden
kaynaklidir (Mackenzie, 1983; Gustafsson ve dig., 1987). Etkisi kandaki konsantrasyonundan
daha ¢ok dokuda birikimi ile korelasyon gosterir (Durcan ve dig., 2015). Hamilelik siirecinde

kullanim1 genellikle giivenli kabul edilir (Ruiz-Irastorza ve dig., 2010).

Aminokinolinler lizozomlarda ve diger hiicre i¢i asidik boliimlerde birikmeleri ile bilinirler
(Kaufmann ve Krise, 2007; Yoon ve dig., 2010). Zayif diprotik baz temellidirler ve ayrica bu
hiicre i¢i kisimlarda pH’1 yiikseltirler. Bu sebeple fagositoz ve T hiicrelerine antijen sunumunu
engellerler (Ziegler ve Unanue, 1982). Aymi zamanda bu ila¢ T hiicreleri iizerinde

antiproliferatif etkilere sahiptir ve interferon y (Van den Borne ve dig., 1997), TNF-a (Van den
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Borne ve dig., 1997; Picot, 1991; Jang, 2006), IL1 (Picot, 1991; Jang, 2006), IL6 (Van den
Borne ve dig., 1997; Jang, 2006) ve IL2 (Landewe’, 1995)’nin de i¢inde bulundugu bazi pro-
inflamatuvar sitokinlerin liretimini azaltir. Bu sitokinlerin tamami adaptif immiin cevapta kritik

rol oynarlar.

Ilging bir sekilde, CQ sadece antiparaziter degil, ayn1 zamanda antiviral (Borges ve dig., 2013;
Farias ve dig., 2015), antibakteriyel (Kersh, 2013; Dey ve Bishayi, 2015) ve antifungal (Weber
ve dig, 2000) etkilere sahiptir.

Daha 6nce belirtildigi gibi, aminokinolinler lizozomlarin ve diger hiicre i¢i asidik bélmelerin
alkalilesmesine yol agarlar. Bu mekanizmanin hiicre i¢i patojenlerin biiyiimesini engelledigi
diistiniilmektedir. Fakat bu lizozomal alkalizasyon proteinlerin transkripsiyon sonrasi
modifikasyonunu, enzimlerin salimmasini, reseptorlerin geri doniisimiinii, hiicre sinyal
yollarmin aktivasyonunu ve hiicre zarlarmin onarimini da azaltabilir (Kaufmann ve Krise,
2007).

Ayrica CQ’nun antitrombotik etkilere de sahiptir. Doza bagl olarak trombosit agregasyonunu
inhibe eder ve aktive trombositler yoluyla arasidonik asit salinimini azaltir (Cummins ve dig.,

1990; Jancinova’” ve dig., 1994).

CQ’nun diger biyolojik etkilerinin yani sira antitlimoral 6zellikleri oldugunun alti ¢izilmelidir
(Plantone ve Koudriavtseva, 2018). CQ’nun sitmay1 6nlemesinin yan1 sira Burkitt lenfomanin
goriilme sikligini azalttig1 gosterilmistir (Geser ve dig., 1989). CQ’nun antitiimoral etkilerinin
olas1 agiklamasi giiclii antiproliferatif ve antimutajenik etkileri ile iliskili olabilir. Bu etkiler
CQ’yu bir¢ok tiimoriin tedavisinde radyoterapi ve kemoterapi ile iligkili olarak muhtemel bir

secenek yapar (Plantone ve Koudriavtseva, 2018).

CQ iyi tolere edilebilen bir ilagtir ve hamilelik sirasinda bile giivenli kabul edilir. Cogunlukla
tedavinin devam etmesini engellemeyen hafif yan etkileri olmakla beraber, bazi 6nemli yan
etkileri tedavi tamamlanamadan once ilacin kesilmesini gerektirebilir. Gastrointestinal ve
kutan6z bulgular hafif yan etkilerine, retinal, noromiiskiiler ve kardiyak toksisiteler ise onemli

yan etkilerine 6rnek verilebilir (Plantone ve Koudriavtseva, 2018).
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CQ’nun yag dokusunda yetersiz dagildigina dikkat ¢ekmek gerekir. Bu nedenle verilen doz
hasta viicut agirligi dikkate alinarak hesaplanmalidir. Bu yaklasimin CQ’nun doz bagimli

toksisitesini azalttig1 diisiiniilmektedir (Marmor ve dig., 2011).

Ana gastrointestinal yan etkiler genellikle tedavinin baglamasindan sonra goriiliir ve bulanti,
kusma, mide agrisi, ishal, istahsizlik ve kilo kaybini1 igerir (DrugBank, 2016). Deri dokiintiisii,
kasint1 ve sa¢ dokiilmesi ise derideki yan etkilerdir (DrugBank, 2016). Literatiirde bildirilen
diger daha az kutandz bulgular morbilliform dokiintiiler, eritrodermi, eksfolyatif dermatit,
urtiker, ekzematoz piiskiirmeler, 1s18a duyarhiliktir (Khraishi ve Singh, 1996; Van Beek ve
Piette, 2001; Kalia ve Dutz, 2007).

CQ en ciddi yan etkilerden biri olan geri doniisiimsiiz toksik retinopatiye neden olabilir.
Toksisite riski 5-7 yil kullanimdan sonra %1'e dogru artar ve doza bagimli gibi goriinmektedir
(Marmor ve dig., 2011). CQ kullanan hastalar, retinopati gelisimini 6nlemek i¢in periyodik bir
taramaya ihtiyag duyarlar. Tiim hastalara ilaca baslamadan 6nce géz muayenesi yapilir ve
tedavinin besinci yilindan sonra yilda bir goz muayenesi yapilarak takip edilir. Ancak, hastanin
bagka risk faktorleri de varsa daha erken ve daha sik periyodik takip zorunludur (Marmor ve
dig., 2011, Michaelides ve dig., 2011).

CQ kullanan hastalarda kardiyak toksisite nadirdir, ancak ortaya ¢iktiginda yasami tehdit
edebilir. Konjestif kalp yetmezligi, iletim bozukluklar1 ve kardiyomiyopati (hipertrofi ve
siklikla kisitlayict fizyoloji birlikte) bildirilmistir (Ténnesmann ve dig., 2013). ilacin askiya
alinmasi bazen toksisiteyi diizeltmek i¢in yetersizdir; bu nedenle, secilmis vakalarda kalp nakli

en uygun segenek olabilir (Naqvi ve dig., 2005; Ténnesmann ve dig., 2013).
2.6. PROLIFERASYON

Hiicre dongiisii G1 (gelisim 1), S (sentez), G2 (gelisim 2) ve M (mitoz) olarak adlandirilan dort
asamadan meydana gelir (Cooper ve Hausman, 2003). Hiicre G1 evresinde metabolizma
acisindan aktiftir ve hacimce biiyiir. S evresinde DNA eslenir. G2 evresinde boliinme ile ilgili
proteinler sentezlenir ve hiicre giderek biiyiir. Dongiiniin tamamlandigi M evresinin sonunda
hiicre boliinerek iki hiicre olusturur. GO evresinde ise metabolik aktivitelerin devam ettigi
boliinmeyen hiicrelerin durak noktasidir (Terzioglu ve dig., 2013). Hiicre boliinmesi sirasinda
cesitli kontrol noktalari bulunur. S evresindeki DNA replikasyonundan 6nce G1 kontrol

noktasinda hiicrenin boliinmesi i¢in gerekli sartlarin olusup olusmadigi ve yeterli kaynaga sahip
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olup olmadigi, G2 kontrol noktasinda DNA replikasyonunun kontrolii gerceklesir. M kontrol
noktasinda ise kromozomlarin ig ipliklerine baglanmasi kontrol edilir. Mitoz béliinme
stirecinde siklin bagimli kinaz (CDK)’lar ve onlar1 aktive eden siklinler ve inhibe eden CDK
inhibitorleri ile CDK etkilesimli protein/kinaz inhibitérii protein (CIP/KIP) ailesinden
inhibitorler gérev almaktadir (Dehay ve Kennedy, 2007).

Kanser hastalarinda tiimor ¢ogalma zamani ve hizi proliferasyonu takip ederek belirlenebilir
(Cho ve dig., 1986). Kansere sebep olan mutasyonlarin bazilari hiicre béliinmesini kontrol eden
sinyal yollarindan kaynaklidir. Hiicre dongiisiinii baskilayan diizenleyici genlerin kaybi ve
boliinmeyi artiran diizenleyici genlerin aktivasyonundaki asir1 artis, proliferasyon dengesinin

bozularak kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina, sonug olarak da kansere sebep olur (Longo, 2010).

Proliferasyon 6l¢tim testleri DNA sentez hizi, metabolik aktivite, proliferasyon isaretleyicileri
ve ATP seviyelerinin 6l¢iimiine dayali testler olarak dort ana baslik altinda siniflandirilabilir
(Marcussen ve Larsen, 1996; Rode, 2008). Yalnizca prolifere olan hiicrelerde goriilen bazi
antijenler vardir. Bu antijenlerden biri olan PCNA hiicre dongiisii sirasinda en ¢ok S fazinda
eksprese edilir (Muskhelishvili ve dig., 2003).

PCNA proteini ilk olarak Miyachi ve dig. (1978) tarafindan sistemik lupus eritematozuslu
hastalarda oto-antijen olarak ve boliinen hiicrelerin g¢ekirdeginde goriildigii i¢in bu isim
verilmigtir. PCNA sentezi boliinmeyen hiicrelerde c¢ok diisiiktiir ve proliferasyonun
uyartlmasindan sonra serumda artar (Almendral ve dig., 1987), bu da ekspresyonunun
transkripsiyonel seviyede diizenlendigini gosterir. Bu proteinin degisken miktarlari, normal
¢ogalan hiicrelerde, ayrica transforme edilmis hiicrelerde ve tiimorlerde tespit edilmistir. (Bravo
ve Celis, 1980; Celis ve Celis, 1985). PCNA’nin ana islevi DNA replikasyonundadir, ancak
DNA eksizyon onarimi, hiicre dongiisiiniin kontrolii ve RNA transkripsiyonunda da rol oynar
(Jurikova ve dig., 2016).

Bugiine kadar, PCNA'nin en iyi karakterize edilmis fonksiyonu, DNA’nin uzun zincirinin
sentezlenmesi sirasinda replikatif polimerazlarin bir DNA sliding clamp (siirgiilii kelepge)
olarak verimliligini arttirdiZi DNA replikasyonundaki roliidiir. PCNA i¢in gdsterilen ilk
islevlerden biri, 6nde gelen ve geciken ipliklerin sentezini koordine etmedeki roliidiir (Prelich
ve Stillman, 1988). PCNA yoklugunda, 6nde gelen ipin DNA sentezinin inhibe edildigi ve geri

kalan ipligin replikasyonunun anormal oldugu gdsterilmistir. Daha sonra Pol 6'in siire¢ faktorii
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olarak rolii kabul edildi. Pol 8, kendi basia cok diisiik bir isleme sahiptir, bu da ¢ogaltma
faktorii C (RF-C) ve PCNA'nin varliginda dramatik bir sekilde artar (Downey ve dig., 1990).
DNA replikasyonunda ilk adim hem 6nde hem de geriden gelen zincirlerindeki DNA polimeraz
a / primaz kompleksi tarafindan kisa RNA primerlerinin sentezidir. Daha sonra, 6nde gelen
iplik pol ¢ ile sentezlenir (Pursell ve dig., 2007). Pol o/ primaz kisa Okazaki fragmanlari iireten
geriden gelen kesintili/parcali ipligin sentezini devam ettirir. Ancak, Okazaki fragman
sentezinin tamamlanmasi islemsel pol & (veya pol &) holoenzimi gerektirir. Onde gelen ve geri
kalan ipligin replikasyonu i¢in pol a'den pol &'e veya pol € ‘a yer degistirmesi gerekir (Burgers,
2009). Bu yer degisimi sadece PCNA varliginda replikasyon catalinda gerceklesebilir.
PCNA'min DNA molekiilii iizerine baglanmasi ve serbestlesmesi, RF-C kelepce(clamp)
baglayicinin aktivitesiyle ATP'ye bagl olarak gergeklesir. Basaltict RNA-DNA primerinin 3’
ucuna PCNA’nin baglanmasi DNA polimerazin tekrar baglanmasini engeller ve diizelmek igin
kalip zincirle iliskili ve iliskisiz olarak DNA polimeraz tarafindan ¢ok miktarda niikleotid

ekleyen replikazlar i¢in bir sinyal gibi davranir (Maga ve Hubscher, 2003).
2.7. SERBEST RADIKALLER VE OKSIDATIF STRES

Serbest radikaller eslenmemis elektronu bulunan reaktif (reaksiyona girmeye istekli)
bilesiklerdir. Saglikl bir hiicrede gerceklesen metabolik faaliyetler sonucunda olusabilecekleri
gibi hiicresel strese sebep olan radyasyon ve c¢esitli kimyasallara maruziyet gibi sartlara bir
cevap olarak da tretilebilirler. Serbest radikal olusumu endojen veya ekzojen kaynakli olabilir.
Endojen kaynaklara mitokondri, peroksizomlar, lipoksijenazlar, NOX, sitokrom p450
faaliyetleri, ekzojen kaynaklara ise ultraviyole 1sinlar, iyonize radyasyon, gevresel toksinler
ornek verilebilir (Aslanko¢ ve dig., 2019). Serbest radikaller kovalent bagli bir molekiiliin
homolitik boliinmesi, molekiiliin elektron kaybina ugramasi veya elektron eklenmesi olmak
tizere ti¢ temel yolla iretilebilirler (Kiling ve Kiling, 2002). O2 radikalleri, hidrojen peroksit
(H202) ve hidroksil radikalleri (OHe) iyi bilinen reaktif oksijen tiirleridir. Oksijenli solunum
yapan hiicrelerde oksijen (O2) molekiiliiniin bir elektron almasi (indirgenmesi) veya
indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu sonucu olusurlar (Valko ve dig., 2005; Ozcan
ve dig., 2015). Oz radikalleri ¢ogunlukla hiicreye direkt olarak zarar vermek yerine gecis
metallerini indirger ve hidrojen peroksit olusumuna kaynak olusturur (Valko ve dig., 2004).
H20: bir serbest radikal olmamasina ragmen OHe radikallerinin olusumuna katildig1 i¢in

prooksidan dzelliktedir ve bu sebeple ROT kapsaminda degerlendirilir. H2.O,, Fe?* gibi gecis
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metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu ile veya O radikali ile bulundugunda Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu OHe radikalini olusturur (Moncada ve dig., 1991; Jomova ve dig., 2011).
OH- radikali kuvvetli reaktiftir ve bulunduklar1 hiicrede tiyoller ve yag asitleri gibi
molekiillerden proton kopararak yeni radikallerin olusmasina zemin hazirlarlar (Yin ve dig.,

2011; Ayala ve dig., 2014).

Bu radikalleri tutan endojen veya eksojen kaynakli antioksidanlarin = varligi
hiicreye/organizmaya zarar vermeden etkisiz hale getirilmeleri konusunda ¢ok 6nemlidir.
Saglikli hiicrelerde serbest radikaller ile antioksidanlar arasinda bir denge vardir. Olumsuz
sartlarda serbest radikallerin miktarindaki asir1 artis oksidatif stres olarak tanimlanir. Serbest
radikaller, hiicre membraninin lipit tabakasini bozma, niikleik asitlerin veya hiicre igi
proteinlerin molekiiler yapisii degistirme gibi yollarla hiicrelere zarar verir (Ozcan ve dig.,

2015).
2.7.1. Oksidatif Stresin Lipitlere Etkileri

Serbest radikallerin hiicre membranindaki yag asidi zincirlerinden hidrojen koparmalari
sonucu bu zincir lipit radikali (L") haline gelir. Sonrasinda bu lipit radikalleri oksijenle
reaksiyona girerek lipit peroksit radikallerinin (LOO") olusmasina neden olur. LOO” diger yag
asitlerinden de yeni lipit radikalleri olustururken agiga ¢ikan hidrojenler lipit peroksit radikalleri
ile reaksiyona girerek lipit peroksit (LOOH) olustururlar. MDA gibi lipit peroksitlerin yikimi
ile ortaya ¢ikan reaktifler hiicre icinde metabolize edilebilir veya hiicrenin diger kisimlarinda
da hasar olusturabilirler (Young ve Woodside, 2001; Ayala ve dig., 2014). Bu zincirleme
reaksiyonlar ortama durdurucu bir antioksidan eklenene kadar devam eder. Lipit
peroksidasyonu, membran akigkanliginda ve potansiyelinde bozulmaya yol agarak hiicreye

hasar verebilir veya hiicre 6liimiine sebep olabilir (Catala, 2006).
2.7.2. Oksidatif Stresin Proteinlere Etkileri

Serbest radikaller hiicre i¢indeki proteinleri oksidatif degisime ugratarak oksidatif hasara sebep
olabilirler (Prokai ve dig., 2007; Rao ve Magller, 2011). Prolin, lizin, arjinin ve treonin gibi
amino asitleri igeren proteinlerin oksidasyonu sonucu yan zincirlerinde karbonil gruplar olusur.
Ayrica sistein, lizin ve histidin kalintilarinin MDA gibi aldehitler, ketoaminler, ketoaldehitler,
glikasyon, glikooksidasyon ile sekonder reaksiyonlari sonucunda da karbonil gruplar olusabilir

(Dalle-Donne ve dig., 2003). Proteinlerde meydana gelen bu oksidatif modifikasyonlar hiicre
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iskeleti yapisal proteinlerinde ve enzimlerde yap1 ve fonksiyon degisimlerine neden olurlar

(Prokai ve dig., 2007; Rao ve Maller, 2011).
2.7.3. Oksidatif Stresin DNA iizerine EtKileri

OHe radikalleri DNA bazlarindaki ¢ift baglara hidrojen ekleyerek veya 2-deoksiribozun C-H
baglarindan ve timin yapisindaki metil gruplarindan hidrojeni kopararak DNA molekiilii ile
reaksiyona girerler. Sonugta indirgenmis timin peroksil radikallerinin (hidroksihidroperoksit,
timin glikol gibi) olusumuna neden olurlar (Breen ve Murphy, 1995). OH- radikalleri, guanin
molekiiliinde 8. pozisyonda etkileserek oksidasyona yol agar. Bu oksidasyonun sonucunda
DNA baz mutasyonlari i¢erisinde en iyi bilinen 8-OHdG (8-hidroksi-2’-deoksiguanozin) olusur
(Helbock ve dig., 1999). Hiicrelerde artan oksidatif stres, replikasyon ve transkripsiyona etki

eder. Ayrica DNA tamir mekanizmalarini da baskilar (Hu ve dig., 1995).

2.8. ANTIOKSIDANLAR

Antioksidanlar oksidatif hasarin olusmamasi icin serbest radikal olusumunun 6niine gecerek
(oksijeni uzaklastima veya azaltma ve katalitik metal iyonlarini uzaklastirma yoluyla), olusan
ROT’lar1 uzaklastirarak veya zayiflatarak, hasara yol acan zincirleme reaksiyonlar1 6nleyerek
veya hasar1 onararak etkili olabilirler (Ozcan ve dig., 2015). Ekzojen veya endojen kaynakl
olabilirler. Ekzojen antioksidanlara karoten, A, E, C vitaminleri, APO ve bazi flavanoidler;
endojen kaynakli antioksidanlara ise albiimin, transferrin, bilirubin, melatonin, KAT, glutatyon
peroksidaz (GPx), SOD o6rnek olarak verilebilir. Bu antioksidanlarin bazilart enzimatik bazilari

enzimatik olmayan sekilde etkilidirler (Gutteridge, 1995).
2.8.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.8.1.1 Katalaz (KAT)

KAT her bir alt birimi bir hem grubu ve NADPH molekiilii i¢ceren dort alt birimden olusur
(Young ve Woodside, 2001). Katalaz biiyilk miktarlarda peroksizomlarda bulunurken daha
kiigiik miktarlarda mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur. Mitokondride olusan Oz
radikallerinin SOD ve GPx ile ortadan kaldirilmasina ragmen biiyiikk miktarda H20:
sitoplazmaya gecer (Radi ve dig., 1991). H2O2 bir radikal degildir ve hiicre i¢i molkiillerin cogu

ile direkt tepkimeye girmez. Fakat ortamda Fe ve Cu oldugunda Fenton reaksiyonu ile OHe
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radikalinin olusumunun Onciilii olabilir (Cheung ve dig., 2001). Peroksizomlarda sentezlenen
KAT, H202’yi yiiksek konsantrasyonlarda suya ve oksijene parcalayarak antioksidan etki
gosterir (Limon-Pacheco ve Gonsebatt, 2009).

2.8.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx sitoplazmada bulunan selenyum igeren dort alt birimden olusur (Sen ve Chakraborty,
2011). GPx, GSH’1 elektron kaynagi olarak kullanir. Bu enzimin selenyuma bagimli ve
selenyumdan bagimsiz olmak iizere iki temel ¢esidi vardir. Selenyuma bagimli GPx, H2O2’e ve
organik hiperoksitlere etki eder. Selenyuma bagimli olmayan GPyx ise organik hidroperoksitlere
etki eder (Halliwell, 1999; Cnubben ve dig., 2001). GSH her iki tepkime ¢esidinde de hidrojen
verici oldugundan bu indirgenme reaksiyonlarinin sonucunda okside olur (Reiter ve dig., 1995).
Okside glutatyon (GSSG) glutatyon rediiktaz enzimi vasitasiyla GSH’a geri indirgenir. Bu
reaksiyonda elektron vericisi olarak NADPH kullanilir (Sen ve Chakraborty, 2011). NADPH
bu reaksiyondaki rolii sebebiyle serbest radikal hasarini engellemek i¢in gereklidir (Ozkan ve
Fiskin, 2004; Sen ve dig., 2010). GPx seviyelerinin diismesi antioksidan sistemin bozulmasina
neden olarak artan oksidatif hasarla birlikte kalic1 hasarlarin olugsmasina sebep olur (Chabory

ve dig., 2009).
2.8.1.3. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD enzimi O radikallerinden birini O2’ye yiikseltgerken, digerini daha diisiik reaktiviteye
sahip H202’ye indirgeyerek antioksidan etki gosterir (Aslankog ve dig., 2019). SOD enziminin
seviyesinde azalma serbest radikal olusumunu arttirir (Ighodaro ve Akinloye, 2018). Sitozolde
Cu/Zn SOD (bakir ve ¢inko igeren), mitokondride Mn SOD (mangan igeren) ve hiicreler arasi
stvilarda ve hiicre yiizeyinde EC SOD (esktraselliiler) olmak tizere 3 ¢esidi vardir (Sen ve
Chakraborty, 2011). Cu/Zn SOD ve Mn SOD ayni reaksiyonu katalizler (Halliwell ve
Gutteridge, 1999). EC SOD hiicreler arasi alanda O2‘leri etkisiz hale getiren tek enzimatik
antioksidandir (Gao ve dig., 2008).



24

2.8.2.Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
2.8.2.1 Glutatyon (GSH)

GSH hemen hemen tim Okaryotlarda c¢ogunlukla sitoplazmada az miktarda nukleus,
peroksizomlar, mitokondri ve endoplazmik retikulumda bulunur (Green ve dig., 2006). GPx
varliginda lipit peroksitleri ve H202’yi zehirsizlestirir. Ayrica singlet oksijen ve OHe radikalini
tutar (Sen ve Chakraborty, 2011). Antioksidan etkilerinin yani1 sira hiicrenin redoks durumunu
korumada, plazma membranindan amino asit gegislerinin diizenlenmesinde, vitamin E ve C
gibi dnemli antioksidanlarin yenilenmesinde, hiicre sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde

etkilidir (Townsend ve dig., 2003; Sen ve Chakraborty, 2011).
2.8.2.2 Aposinin (APO)

Apocynum cannabinum (Kanada keneviri) bitkisinin kdklerinden izole edilen, asetovanilon
olarak da adlandirilan APO (4-hidroksi-3-metoksiasetofenon) ilk kez 1883 yilinda
Schmiedeberg tarafindan tanimlanmistir. Molekiil agirligi 166,17 olan bir asetofenondur. Erime
noktast 115°C olup hafif vanilya kokusuna sahiptir. Suyun iizerinde igneler seklinde kristallesir
(Hougee ve dig., 2006; Luchtefeld ve dig., 2008). APO yiiksek oral biyoyararlanim, diisiik
toksisite gibi ozelliklere sahip olmasi nedeniyle potansiyel bir tedavi secenegi olarak
goriilmektedir (Yu ve dig., 2008).

APO, NOX aktivitesini inhibe eden bir antioksidandir. Ayrica antiapoptotik ve antienflamatuar
etkileri vardir (Li ve Wang, 2015). APO, NOX un membran kompleksi ile sitosolik birimlerinin
birlesmesini engelleyen bir NOX inhibitoriidiir (Sharma ve dig., 2016).

NOX, molekiiler oksijenin O radikallerine indirgenmesini kataliz eden bir enzimdir.
Aktiflestiginde hiicre i¢i ve disinda drettigi reaktif oksijen radikalleri inflamasyonun
baglatilmasinda ve devam ettirilmesinde rol oyanr (Dang ve dig., 2016). NOX’un yapisi
oldukg¢a komplekstir: iki membrana bagli element (gp91phox ve p22phox), ii¢ sitozolik bilesen
(p67phox, p47phox, p40phox) ve bir diisiik molekiiler agirlikli G proteini (hem rac2 hem racl)
icerir (Hougee ve dig., 2006) (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 7: a: APO aktivasyonu, dimer olusumu. b: APO’nun NOX Inhibisyonu (Stefanska ve
Pawliczak, 2008).

APO fagositik ve non-fagositik hiicreleri de igeren birgok deneysel modelde NOX
kompleksinin etkili bir inhibitorii olarak kullanilmistir (Lafeber ve dig., 1999; Zhang ve dig.,
2005). Bu inhibisyonu mekanizmasi tamamen bilinmemekle birlikte NOX kompleksinin
p47phox sitozolik bileseninin membran translokasyonunun bozulmasindan kaynaklandig:
diistiniilmektedir (Peters ve dig., 2001; Barbieri ve dig., 2004). Aktif APO’nun olusmasi i¢in
APO dimerizasyonu gereklidir ve bu olusum MPO’yu igeriyor gibi gériinmektedir (Simons ve
dig., 1990). Yapilan bir ¢alismada APO’nun MPO’dan yoksun hiicrelerde NOX’u inhibe
etmedigi (Stolk ve dig., 1994) ve baska bir calismada MPO salimin1 destekleyen ajanlarin APO
etkinligini arttirdig1 gosterilmistir (Van den Worm ve dig., 2001). APO’nun, daha sonra NOX
tiyollerini oksitleyen bir APO radikali olusturmak tizere H202 ve MPO tarafindan aktive
edildigi varsayilmaktadir. Tiyoller p47phox un fonksiyonu i¢in kritik dneme sahiptir ve tiyol
oksitleyici ajanlarin NOX aktivasyonunu bloke ettigi gosterilmistir (Clark ve dig., 1990;
Johnson ve dig., 2002). Bu konsepte uygun olarak, GSH veya sistein olarak saglanan tiyol
takviyesinin, APO’nun NOX {izerindeki inhibitor etkisini 6nledigi gézlenmistir (Ximenes ve
dig., 2007).

APO’nun in vitro antiinflamatuvar etkilerine, notrofil aracili hiicre hasarininin azaltilmasi
(Simons ve dig., 1990), monositik hiicre hattinin adhezyonunda azalma (Hougee ve dig., 2006),

peroksinitritin inhibisyonu (Muijsers ve dig., 2000), inflamasyon aracili kikirdak yikiminin
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inhibisyonu (Lafeber ve dig., 1999) drnek verilebilir. In vivo olarak APO kinetigi hakkinda
cok fazla sey bilinmemekle birlikte, Daly ve dig. (1960) tarafindan yapilan bir ¢aligmada,
sicanlara APO verilmesinden 20 saat sonra %80'inin degisime ugramadan idrara katildigi
gosterilmistir. APO’nun yan etkileri tam olarak bilinmemektedir. APO’nun farelere yapilan
oral uygulamalarda c¢ok diisiik toksisiteye (LD50: 9 g / kg) sahip oldugu bildirilmistir
(Gajewska ve Grzybowski, 1981). APO’nun sitokrom P450 (Smit ve dig., 2000) ve tromboksan
sentazin1 (Engels ve dig., 1992) inhibe ettigi gosterilmistir.

Heumdiller ve dig.’nin (2008) yaptiklari bir ¢alismada, APO’nun baskin bir antioksidan oldugu,
fakat kiiltiirdeki fagositik olmayan hiicrelerde NOX inhibitorii olarak islev gérmedigi ortaya
konmustur. Endotel hiicrelerinde asir1 eksprese edildiginde NOX1, NOX2 veya NOX4’iin O
radikali iiretimini engelleyemedigi gozlenmistir. Ayrica vaskiiler hiicrelerde, 16kositlerde
goriildiigii gibi benzer bir APO aktivasyonu gézlenmemistir (Akard ve dig., 1988; Chan ve dig.,
2007).

APO’nun bazi kosullar altinda oksidatif stresi artirabilecegini gosteren ¢alismalar da mevcuttur.
Alveolar epitel hiicrelerinde APO tedavisine yanit olarak GSH ekspresyonunun azaldig:
gozlenmigtir. APO ile tedavi edilen glial hiicreler, oksitlenmis glutatyondaki artislar dahil
olmak iizere oksidatif stres belirteglerinde doza bagl bir artig gostermistir (Riganti ve dig.,
2006). APO’nun, hiicresiz deneysel bir sistemde oksidan bir etki gostererek reaktif oksijen
tirlerinin olusumunu sagladig bildirilmistir. Bu, APO’nun kendiliginden oksidatif stresi
indiikleyebilecegini, farkli hiicre tiplerinde sitotoksik bir etki gosterebilecegini ve deneysel
modellerde APO’nun bazi etkilerinin in vitro ve in vivo dikkatle yorumlanmasi gerektigini
gostermektedir (Meyer ve Schmitt, 2000; Ximenes ve dig., 2007). NOX maksimum diizeyde
aktive edildiginde, APO’nun oksidatif srtesi baskiladigir diisiiniilebilir, ancak NOX’un
uyarilmamasi durumunda, APO’nun oksidatif etkisi baskin olabilir. APO, oksidatif stresin
ardindan hem pentoz fosfat yolunu hem de trikarboksilik asit dongiisiiniin aktivasyonunu
indiikler, ¢linkii ortamdaki GSH'nin APO ile varligi, her iki metabolik yolun aktivasyonunu

engeller (Dang ve dig., 2016).

APO’nun NOX’u inhibe etme o6zelliginin yani sira bagka etkiler de gosterebilecegi
bildirilmistir: 6rnegin, endotelyal hiicrelerde sitokrom P450 aktivitesini inhibe eder (Pietersma

ve dig., 1998), aktin polimerizasyonunu ve sitoskeletal yeniden diizenlenmeyi engeller (Miiller
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ve dig., 1999) ve heniliz agikliga kavusturulamamis bir mekanizma ile arasidonik asit

metabolizmasini diizenler (Engels ve dig., 1992; Riganti ve dig., 2006).
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3. MALZEME VE YONTEM

Is Plami: Calismamiza “Bezmialem Vakif Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu”
nun 20.09.2018 tarih ve 231 sayili karart ile etik kurul onay1 verilmis ve ¢alisma siiresince Etik
Kurul ilkelerine bagli kalinmistir. Calismamizda 2,5-3 aylik 56 adet Wistar albino cinsi erkek
sican kullanilmistir. Bu hayvanlar istanbul Universitesi Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma
Enstitiisii’nden temin edilmistir. Tiim deney siireci “Bezmialem Vakif Universitesi Deneysel
Uygulama ve Arastirma Merkezi”nde tamamlanmistir. Deney oncesinde siganlar, yeni ortam
kosullarina alisabilmeleri i¢in 1 hafta boyunca karantinada tutulmuslardir. Sicanlar hem
alistirma periyodu hem de deney siiresince kontrollii laboratuvar sartlarinda, 12 saat aydinlik
12 saat karanlik fotoperiyodu, 22 +2 °C sabit sicaklik, %50-60 nem oraninin oldugu laboratuvar
ortaminda sehir suyu ve standart pellet yem ile beslenmislerdir. Deney siireci baslamadan 6nce

biitiin sicanlarin agirliklar tartilmistir.

Deney gruplarindaki hayvan sayilar1 gli¢ analizi yapilarak ve elde edilen verilerin istatistiksel
calismalarda kullanilabilecegi en az denek sayis1 goz oniinde bulundurularak her bir grupta 7

birey olacak sekilde belirlenmistir.

Deney Gruplar:

1. Kontrol (K) Grubu 5.RAD + CQ Grubu

2. RAD Grubu 6. RAD + APO Grubu

3. CQ Grubu 7. RAD + CQ + APO Grubu
4. APO Grubu 8. CQ + APO Grubu

Farmakolojik Ajanlarin Hazirlanmasi ve Uygulanmasi:

CQ (Chloroquine Diphosphate Salt, C6628-25G) ve APO (Apocynin-CAS 498-02-2-
Calbiochem, 178385-1GM), Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)’dan temin edilmistir.
CQ %0,9 FTS (fizyolojik tuzlu su, %0,09) ile ¢oziilmiistir. APO ise %2’lik etanolde

coziindiikten sonra %0,9 FTS ile seyreltilerek hazirlanmistir.
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Rastgele secilen hayvanlar sekiz gruba ayrilmistir. Birinci grubu olusturan K grubu siganlara
ve ikinci grubu olusturan radyasyon uygulanacak siganlara sadece FTS, tigiincii ve besinci grup
siganlara 50 mg/kg CQ, dordiincii ve altinci gruba gruba 20 mg/kg APO, yedinci ve sekizinci
gruba 50 mg/kg CQ ve 20 mg/kg APO, enjekte edilmistir. Tiim enjeksiyonlar i.p. yolla ve 5
giin boyunca 24 saatte bir olmak iizere bes kez yapilmistir. Son enjeksiyondan bir saat sonra
ikinci, besinci, altinc1 ve yedinci gruplara Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi Kan
Isinlama Merkezi’nde bulunan, aktivitesi 3,77 Gy/dk olan IBL-437 C (Sezyum-137) radyasyon
kaynaginda 8 Gray (Gy) (2,12 dakika) tiim viicut radyasyon isinlamasi yapilmistir.
Enjeksiyonlardan once siganlar tartilarak, viicut agirliklari saptanmis ve her bir kimyasal
madde, viicut agirligma gore viicut agirligt basina 1 ml/kg olacak sekilde hesaplanarak

verilmistir.
Deneyin Sonlandirilmasi / Diseksiyon:

Deney sonlandirilmadan bir giin 6nce, siganlarin oral beslenmesi kesilmis ve sadece su
icmelerine izin verilmistir. 50 mg/kg ketamin hidrokloriir (Ketalar®, Eczacibasi) ve 10 mg/kg
Xylazine HCl (Alfazyne®, Hollanda) kas icine enjekte edilerek anestezi islemi
gerceklestirilmistir. Deney siganlar disekte edilerek sonlandirilmis ve ince bagirsak dokular
histokimyasal yontemler i¢in Bouin fiksatifine, immiinohistokimyasal yontemler i¢in notral
formalin fiksatifine, biyokimyasal yontemler i¢in fosfatla tamponlanmis tuz (PBS) ¢ozeltesine

alinmistir.
3.1. HISTOLOJIiK YONTEMLER

Histolojik incelemeler i¢in alinan ince bagirsak dokular1 22 saat boyunca Bouin fikstatifinde
bekletilmistir. Fikse edilen dokular fikstatifin giderilmesi i¢in bir hafta boyunca giinde ii¢ defa
%70 etil alkolden gegirilmistir. Bir hafta sonunda dokular dehidrasyonu (%70, %80, %90, %96,
%100’lik yiikselen etil alkol serisi) takiben saydamlastirma islemi igin ksilolde bekletilerek
parafine gomiilmistiir. 5 mikrometre (um) kalinliginda alinan doku kesitleri, Hematoksilen &
Eozin (HE), Masson’un ti¢lii boyas1 prosediirleri ve Periyodik Asit Schiff (PAS) reaksiyonu
uygulanarak, histolojik hasarin mikroskopta incelenmesi i¢in uygun hale getirilmistir. Olympus
CX 41 model 151k mikroskobu ile incelenen ve Olympus DP71 model kamera ile fotograflar
cekilen preparatlarin yari-kantitatif histopatolojik hasar dereceleri literatiir dogrultusunda

yapilmustir.
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Ince bagirsak dokusundaki histolojik hasar derecelendirmeleri Howarth ve dig.’nin 1996’da
yaptiklar1 bir ¢alismada belirledikleri kriterlerde bazi degisimler yaparak saptanmustir. Epitel
hiicrelerinde hiperplazi, epitel hiicrelerinde vakuolizasyon, koyu dar sitoplazmik reaksiyon
veren hiicre sayisinda artig, villuslarin  lamina  propriasinda  6dem,  villus
biitlinliigiinde bozulma ve kayip, villuslarda kisalma ve genisleme, bez biitiinliiglinde
bozulma ve kaylp, mukozada inflamatuvar (mononuklear) hiicre infiltrasyonu,
mukozada hiperemi, mukozada nekrotik alan, piknotik niikleus sayisinda artis gibi 151k
mikroskobu kriterleri gbz Online alinarak her bir bireye ait jejunum kesitleri
degerlendirilmistir. Her bir histolojik kriter O (hasarsiz), 1 (az hasar), 2 (orta hasar), 3
(siddetli hasar) veya 4 (¢ok siddetli hasar) seklinde derecelendirilmistir.

3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLER

Notral formalin ile fikse edilip parafine gdmiilen ince bagirsak dokularindan 4 um kalinliginda
alinan kesitler Poli-L-lizin kapli lamlara yapistirilmistir. Bu kesitlerde, hiicre proliferasyonunun
derecesi PCNA (PC10) (Santa Cruz Biotechnology, SC-56) primer antikoru ve otofaji
inhibisyonunun derecesi p62 (Niikleoporin p62/Sequestosome 1 (SQSTM1)) (Santa Cruz
Biotechnology, SC-48402) primer antikoru kullanilarak ‘streptavidin-biotin peroksidaz’

yontemi (Javois, 1999) ile immiinohistokimyasal olarak belirlenmistir.
3.2.1. PCNA immiinohistokimyasi

Kesitler deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra, antijen iyilestirmesi i¢in sitrat
tamponu (pH 6) ile mikrodalga firinda 700 Watt’ta 15 dakika inkiibe edilmistir. Oda 1sisinda
20 dakika tamponun i¢inde sogutulan kesitler, 3 kez 5’er dakika fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS, pH 7.4) ile yikanmistir. Ardindan membran permeabilizasyonu igin distile su ile
hazirlanan %0,3’liikk Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edilmistir. Endojen peroksidaz
aktivitesini kaldirmak igin kesitler 15 dakika %3’liikk H20. ¢o6zeltisinde bekletilmistir. 3 kez
5’er dakika PBS ile yikamanin ardindan UltraVision Detection System Large Volume Anti-
Polyvalent, HRP (RTU) (Thermo Scientific, TP-125-HL) kullanilarak kitin onerdigi sekilde
islemlere devam edilmistir. PBS ve %3’liik Triton X-100 ile 1:50 oraninda sulandirilarak
hazirlanan PCNA primer antikoru ile kesitler + 4 °C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Bu
asamada negatif kontrol kesitlere sadece PBS uygulanmistir. inkiibasyonun ardindan PBS

tamponu ile 3 kez 5’er dakika yikama iglemi yapilmistir. Takiben 30 dakika biyotinlenmis
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sekonder antikor uygulanmis ve tekrar 3 kez 5’er dakika PBS tamponu ile yikama yapilmuistir.
Ardindan 15 dakika streptavidin peroksidaz uygulanmistir. Son yikama isleminden sonra
yaklasik 20 dakika kromojen olarak AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) (Thermo Scientific, TA-
125-HA) ile inkiibe edilen kesitlerde renk olusumu goézlemlendiginde distile suya alinarak
reaksiyon durdurulmustur. Zit boyama amaciyla kesitlere Mayer Hematoksilen soliisyonu (Bio
Optica, CAT No: 05-06002/L) 30 saniye uygulanmustir. Kesitler kalic1 preparat haline
getirilirken su bazli kapatict Vision Mount (Thermo Scientific TA-125-UG) kullanilmistir.
Preparatlar inceleninceye kadar +4 °C’de saklanmigtir. PCNA boyanma siddeti
degerlendirilirken rastgele secgilen 500 hiicrede PCNA pozitif reaksiyon veren hiicreler

saytlmistir. PCNA pozitif hiicre indeksi (%) asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmastir.

PCNA pozitif reaksiyon veren hiicre sayist
PCNA pozitif hiicre indeksi (%) = X100
Toplam hiicre sayis1

3.2.2. p62 immiinohistokimyasi

Kesitler ksilol ile deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra distile suya alinarak,
antijen iyilestirmesi igin sitrat tamponu (pH 6) ile mikrodalga firinda 700 Watt’ta 15 dakika
inkiibe edilmistir. Oda 1s1sinda 20 dakika tamponun i¢inde sogutulan kesitler, 3 kez 5’er dakika
PBS tamponu ile yikanmistir. Ardindan membran permeabilizasyonu i¢in distile su ile
hazirlanan %0,3’liikk Triton X-100 ile 10 dakika inkiibe edilmistir. Endojen peroksidaz
aktivitesini kaldirmak i¢in kesitler 15 dakika %3’liik H.O> ¢ozeltisinde bekletilmistir. 3 kez
5’er dakika PBS ile yikamanin ardindan UltraVision Detection System Large Volume Anti-
Polyvalent, HRP (RTU) (Thermo Scientific, TP-125-HL) kullanilarak kitin onerdigi sekilde
islemlere devam edilmistir. PBS ve %3’liik Triton X-100 ile 1:50 oraninda sulandirilarak
hazirlanan p62 primer antikoru ile kesitler + 4 °C’de bir gece boyunca inkiibe edilmistir. Bu
asamada negatif kontrol kesitlere sadece PBS uygulanmistir Inkiibasyonun ardindan PBS
tamponu ile 3 kez 5’er dakika yikama islemi yapilmistir. Takiben 30 dakika biyotinlenmis
sekonder antikor uygulanmis ve tekrar 3 kez 5’er dakika PBS tamponu ile yitkama yapilmistir.
Ardindan 15 dakika streptavidin peroksidaz uygulanmistir. Son yikama isleminden sonra
yaklagik 20 dakika kromojen olarak AEC (3-Amino-9-Etilkarbazol) (Thermo Scientific, TA-
125-HA) ile inkiibe edilen kesitlerde renk olusumu gozlemlendiginde distile suya alinarak
reaksiyon durdurulmustur. Zit boyama amaciyla kesitlere Mayer Hematoksilen soliisyonu 30

saniye uygulanmigstir. Kesitler kalict preparat haline getirilirken su bazli kapatict kullanilmastir.
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Kesitler inceleninceye kadar +4 °C’de saklanmistir. p62 boyanma siddeti degerlendirilirken
rastgele segilen 500 hiicrede p62 ile boyanan (p62 pozitif) hiicreler sayilmistir. p62 pozitif

hiicre indeksi (%) asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.

p62 pozitif reaksiyon veren hiicre sayisi
p62 pozitif hiicre indeksi (%) = X 100
Toplam hiicre sayisi

3.3 BIYOKIMYASAL YONTEMLER

Biyokimyasal incelemeler dokular -86°C’de muhafaza edilmistir. Dokularin analizlerine
baslamadan 6nce kademeli olarak ¢oziilmeleri saglanmistir. 20 ml PBS iginde 1 gr doku olacak
sekilde homojenize edilen dokular 5000 x g’de +4 °C’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Toplanan

stipernatantlar metotlar uygulanana kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Ince bagirsak dokusunda LC3 II, LAMP 2, Kaspaz-3, BCL-2, MDA, MPO, NOX ve TNF- o
seviyeleri ELISA yontemi ile belirlenmistir. Yontem, 6rnekte miktar1 bilinmeyen bir enzim
veya protein seviyelerinin antijen antikor 6zgiilliigiinden faydalanilarak belirlenmesi esasina
dayanmaktadir. LPO, KAT, GSH, SOD, TAK ve total protein seviyeleri ise rutin biyokimyasal

metotlar kullanilarak spektrofotometrik olarak tayin edilmistir.
3.3.1. LC3 Il (MAP1LC3B) Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda LC3 Il (MAP1LC3B) seviyelerinin belirlenmesi Rat LC3 1l (MAP1LC3B) Sandwich
Elisa Kiti (Bioassay Technology Laboratory, E1821Ra) kullanilarak yapilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 96 ng/ml olan 120 pl standart soliisyonuna 120
pl standart sulandirma tamponu eklenerek 48 ng/ml konsantrasyonda stok standart soliisyonu
hazirlanmistir. Seri olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan 6nce karistirilarak 15 dakika
bekletilmistir. Standart stok soliisyonlari standart sulandirma tamponu ile 1:2 oraninda
seyreltilerek 24-12-6-3 ng/ml konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir. Yikama
tamponu stok tamponun distile su i¢inde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Tim

soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirilmis ve bekletilmeden deneyde kullanilmistir.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklar1 sican MAP1LC3B

antijenine kars1 iiretilen biyotinlenmis antikor ile kaplhidir. Bu sebeple standart kuyucuklarina



33

50 ul standart eklenirken, 6rnek kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 ul anti- MAP1LC3B antikoru
eklenmistir. Sonra kor kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin HRP eklenmis ve
mikropleytin kapagi kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin
kuyucuklar yikama tamponuyla 5 kez yikanmigtir. Tiim kuyucuklara 6nce 50 pl substrat A
soliisyonu sonra 50 ul substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C
sicaklikta 10 dakika inkiibe edilmistir. Tiim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu
koyulmustur. Maviden sartya renk degisimi gozlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa

cihazinda 450 nm dalga boyunda Slgiimler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
3.3.2. LAMP 2 (Lizozom Iliskili Membran Proteini 2) Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda LAMP2 seviyelerinin belirlenmesi Rat LAMP2 Sandwich Elisa Kiti (Bioassay
Technology Laboratory, E1820Ra) kullanilarak yapilmustir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 1280 ng/ml olan 120 pl standart soliisyonuna
120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek 640 ng/ml konsantrasyonda stok standart
sollisyonu hazirlanmistir. Seri olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan 6nce karistirilarak
15 dakika bekletilmistir. Standart stok soliisyonlar1 standart sulandirma tamponu ile 1:2
oraninda seyreltilerek 320-160-80-40 ng/ml konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir.
Yikama tamponu stok tamponun distile su i¢inde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Tim soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda 1sisma getirilmis ve bekletilmeden deneyde

kullanilmustir.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklar1 sican LAMP-2
antijenine kars1 {iretilen biyotinlenmis antikor ile kaplidir. Bu sebeple standart kuyucuklarina
50 pl standart eklenirken, 6rnek kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-LAMP-2 antikoru
eklenmistir. Sonra kor kuyucuklari harig¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin HRP eklenmis ve
mikropleytin kapagi kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin
kuyucuklar yikama tamponuyla 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 6nce 50 pl substrat A
soliisyonu sonra 50 pl substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C
sicaklikta 10 dakika inkiibe edilmistir. Tim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu
koyulmustur. Maviden sartya renk degisimi gézlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa

cithazinda 450 nm dalga boyunda 6lgiimler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
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3.3.3. Kaspaz-3 Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda kaspaz-3 seviyelerinin belirlenmesi Rat kaspaz-3 Sandwich Elisa Kiti (Bioassay

Technology Laboratory, E1648Ra) kullanilarak yapilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 12,8 ng/ml olan 120 pl standart soliisyonuna
120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek 6,4 ng/ml konsantrasyonda stok standart
soliisyonu hazirlanmistir. Seri olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan once karistirilarak
15 dakika bekletilmistir. Standart stok soliisyonlar1 standart sulandirma tamponu ile 1:2
oraninda seyreltilerek 3,2-1,6-0,8-0,4 ng/ml konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir.
Yikama tamponu stok tamponun distile su i¢inde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Tim soliisyonlar kullanilmadan Once oda 1sisina getirilmis ve bekletilmeden deneyde

kullanilmastr.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklar1 sican kaspaz-3
antijenine karsi liretilen biyotinlenmis antikor ile kapldir. Bu sebeple standart kuyucuklarina
50 pl standart eklenirken, 6rnek kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-kaspaz-3 antikoru
eklenmistir. Sonra kor kuyucuklari harig tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin HRP eklenmis ve
mikropleytin kapagi kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin
kuyucuklar yikama tamponuyla 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 6énce 50 pl substrat A
soliisyonu sonra 50 pl substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C
sicaklikta 10 dakika inkiibe edilmistir. Tiim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu
koyulmustur. Maviden sariya renk degisimi gozlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa

cihazinda 450 nm dalga boyunda dl¢timler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
3.3.4. BCL-2 Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda BCL-2 seviyelerinin belirlenmesi Rat BCL-2 Sandwich Elisa Kiti (Bioassay
Technology Laboratory, E0037Ra) kullanilarak yapilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 12,8 ng/ml olan 120 pl standart soliisyonuna
120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek 6,4 ng/ml konsantrasyonda stok standart
soliisyonu hazirlanmistir. Seri olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan 6nce karistirilarak
15 dakika bekletilmistir. Standart stok soliisyonlari standart sulandirma tamponu ile 1:2

oraninda seyreltilerek 3,2-16-0,8-0,4 ng/ml konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir.
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Yikama tamponu stok tamponun distile su i¢inde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Tiim soliisyonlar kullanilmadan once oda 1sisina getirilmis ve bekletilmeden deneyde

kullanilmistir.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklar1 sican BCL-2
antijenine kars1 iiretilen biyotinlenmis antikor ile kaplhdir. Bu sebeple standart kuyucuklarina
50 pl standart eklenirken, 6rnek kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 ul anti-BCL-2 antikoru
eklenmistir. Sonra kor kuyucuklar harig tim kuyucuklara 50 pl Streptavidin HRP eklenmistir.
Takiben mikropleytin kapagi kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin
kuyucuklar yikama tamponuyla 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 6nce 50 pl substrat A
sollisyonu sonra 50 pl substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C
sicaklikta 10 dakika inkiibe edilmistir. Tim kuyucuklara 50 upl durdurma soliisyonu
koyulmustur. Maviden sariya renk degisimi gozlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa

cihazinda 450 nm dalga boyunda Sl¢iimler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
3.3.5. MPO Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda MPO seviyelerinin belirlenmesi Rat MPO Sandwich Elisa Kiti (Bioassay Technology
Laboratory, E0574Ra) kullanilarak yapilmustir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 128 ng/ml olan 120 ul standart soliisyonuna
120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek 64 ng/ml konsantrasyonda stok standart
soliisyonu hazirlandi. Seri olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan once karistirilarak 15
dakika bekletilmistir. Standart stok soliisyonlar1 standart sulandirma tamponu ile 1:2 oraninda
seyreltilerek 32-16-8-4 ng/ml konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir. Yikama
tamponu stok tamponun distile su i¢inde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmigtir. Tiim

soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda 1sisina getirilmis ve bekletilmeden deneyde kullanilmistir.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklari sican MPO antijenine
kars1 iiretilen biyotinlenmis antikor ile kaplidir. Bu sebeple standart kuyucuklarima 50 pl
standart eklenirken, 6rnek kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-MPO antikoru eklenmistir.
Sonra kor kuyucuklari harig tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin HRP eklenmisve mikropleytin
kapag1 kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin kuyucuklar yikama
tamponuyla 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 6nce 50 pl substrat A soliisyonu sonra 50 pl

substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C sicaklikta 10 dakika inkiibe
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edilmistir. Tim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu koyulmustur. Maviden sariya renk
degisimi gozlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa cihazinda 450 nm dalga boyunda

Olctimler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
3.3.6. NOX Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda NOX seviyelerinin belirlenmesi Rat NOX Sandwich Elisa Kiti (Bioassay Technology
Laboratory, E1408Ra) kullanilarak yapilmustir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 72 ng/ml olan 120 pl standart soliisyonuna 120
ul standart sulandirma tamponu eklenerek 36 ng/ml konsantrasyonda stok standart soliisyonu
hazirlanmistir. Seri olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan 6nce karistirilarak 15 dakika
bekletilmistir. Standart stok soliisyonlar1 standart sulandirma tamponu ile 1:2 oraninda
seyreltilerek 18-9-4,5-2,25 ng/ml konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir. Yikama
tamponu stok tamponun distile su i¢inde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Tiim

sollisyonlar kullanilmadan 6nce oda 1s1sina getirilmis ve bekletilmeden deneyde kullanilmaistir.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklari sigan NOX antijenine
kars1 iiretilen biyotinlenmis antikor ile kaplidir. Bu sebeple standart kuyucuklarina 50 pl
standart eklenirken, 6rnek kuyucuklarina 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-NOX antikoru eklenmistir.
Sonra kor kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin HRP eklenmistir. Mikropleytin
kapag1 kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin kuyucuklar yikama
tamponuyla 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 6nce 50 pl substrat A soliisyonu sonra 50 pl
substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C sicaklikta 10 dakika inkiibe
edilmistir. Tiim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu koyulmustur. Maviden sariya renk
degisimi gozlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa cihazinda 450 nm dalga boyunda

Olctimler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
3.3.7. MDA Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda MDA seviyelerinin belirlenmesi Rat MDA Sandwich Elisa Kiti (Bioassay Technology
Laboratory, EO156Ra) kullanilarak yapilmistir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 12,8 nmol/ml olan 120 pl standart soliisyonuna

120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek 6,4 nmol/ml konsantrasyonda stok standart
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soliisyonu hazirlanmistir. Seri olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan 6nce karistirilarak
15 dakika bekletilmistir. Standart stok soliisyonlari standart sulandirma tamponu ile 1:2
oraninda seyreltilerek 3,2-1,6-0,8-0,4 nmol/ml konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir.
Yikama tamponu stok tamponun distile su i¢inde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir.
Tiim soliisyonlar kullanilmadan once oda 1sisina getirilmis ve bekletilmeden deneyde

kullanilmustir.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklari sican MDA antijenine
kars1 iretilen biyotinlenmis antikor ile kaplidir. Bu sebeple standart kuyucuklarina 50 pl
standart eklenirken, 6rnek kuyucuklaria 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-MDA antikoru eklenmistir.
Sonra kor kuyucuklart hari¢ tim kuyucuklara 50 ul Streptavidin HRP eklenmisve mikropleytin
kapagi kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin kuyucuklar yikama
tamponuyla 5 kez yikanmigtir. Tiim kuyucuklara énce 50 pl substrat A soliisyonu sonra 50 pl
substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C sicaklikta 10 dakika inkiibe
edilmistir. Tiim kuyucuklara 50 pl durdurma soliisyonu koyulmustur. Maviden sariya renk
degisimi gozlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa cihazinda 450 nm dalga boyunda

Olctimler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
3.3.8. Lipid Peroksidasyonu (LPO) Seviyelerinin Belirlenmesi

Ince bagirsak dokusunda LPO miktar1 Ledwozyw metoduna gére spektrofotometrik yontemle
tayin edilmistir (Ledwozyw ve dig., 1986). LPO iiriinleri olan malondialdehit (MDA) ile
tiyobarbitiirik asid (TBA) arasindaki reaksiyon sonucu olusan pembe kirmizi rengin absorbanst

spektrofotometrede 532 nm’de okunmustur.

Deney icin Hazirlanan Cézeltiler

Triklorasetik Asid Cozeltisi (1,22 M): 250 ml 0,6 M HCI iginde 49,83 g triklorasetik asit
(TCA) ¢oziilerek hazirlanmistir.

NaOH (1 M): 100 ml distile suda, 4 g NaOH ¢o6ziilerek hazirlanmistir.

Tiyobarbitiirik Asid Cozeltisi (0,047 M): 6 ml 1 M NaOH ve 69 ml distile suyun iginde 500
mg tiyobarbitiirik asit (TBA) ¢oziilerek hazirlanmistir.
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Standart Cozeltisi (4,4 nmol/mL 1,1,3,3-tetra etoksi propan): 100 ml distile suyun iginde

0,1 ml 1,1,3,3-tetra etoksi propan ¢oziilerek hazirlanmistir.

Deneyin Yapilisi: Numune tiipii i¢in 0,5 ml doku homojenizati ve iizerine 2,5 ml 1.22 M TCA
eklenerek 15 dakika boyunca oda sicakliginda beklenmistir. Kor tiipii i¢in 0,5 ml distile su ve
2,5ml 1,22 M TCA ¢ozeltisi, standart tiipii i¢in 0,5 ml standart ¢6zeltisi ve 2,5 ml 1,22 M TCA
¢oOzeltisi alinmistir. Kor, numune ve standart tiiplerinin hepsine 0,75 ml TBA c¢ozeltisi
eklenmistir. Tiipler, 30 dakika kaynar suda bekletilmistir. Ardindan tiipler sogutularak, biitiin
tiiplere 2’ser ml n-butanol ilave edilip vortekslenmistir. Tiim tiipler, 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Butanol fazi alinarak, numune ve standart tiiplerinin absorbanslari, kor

tiipiine kars1 532 nm dalga boyunda spektofotometrede dlctilmiistiir.
3.3.9. Total Antioksidan Kapasite (TAK) Seviyelerinin Belirlenmesi

Ince bagirsak dokusunda TAK; Erel (2004) metoduna gore spektrofotometrik yontemle tayin
edildi. Dokulardaki antioksidanlar konsantrasyonlariyla dogru orantili olarak, lacivert yesil
renkli ABTS (2,2'-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asid) diamonyum tuzu) radikalini
renksiz ABTS formuna indirger. 660 nm dalga boyunda 6l¢iilen absorbans degisikligi dokunun

total antioksidan diizeyi ile iligkilidir.
3.3.10. Glutatyon (GSH) Seviyelerinin Belirlenmesi

Ince bagirsak dokusunda GSH miktar tayini icin Ellman metodu (Beutler, 1975) kullanilmustur.
Metodda Ellman ayiract olarak gorev yapan DTNB (5,5’-dinitro-bis-(2-nitro) benzoik asit) ile
stilfidril gruplarinin reaksiyonu sonucunda olusan sar1 rengin absorbansi spektrofotometrede

412 nm dalga boyunda kore karsi okunmustur (Beutler, 1975).

Deney I¢in Hazirlanan Cézeltiler:

Coktiirme Cozeltisi: 100 ml metal iyonlar1 igermeyen distile suyun i¢inde 1,67 g metafosforik
asit, 0,2 g EDTA Naz ve 30 g NaCl ¢oziilerek hazirlanmistir.

Sodyum Sitrat Cozeltisi (%1): 100 ml distile suda, 1 g sodyum sitrat ¢oziilerek hazirlanmstir.

Belirtme Reaktifi (Ellman Ayiraci) (%40 mg DTNB): 100 ml %]1’lik sodyum sitrat
¢ozeltisinde 40 mg 5°-5’-ditiyo-bis-2-nitro benzoik asid (DTNB) ¢6ziilerek hazirlanmistir.
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Sekonder sodyum Fosfat Cozeltisi (0.3 M): 100 ml distile suyun iginde, 4,26 g NaHPO4

¢Oziilerek hazirlanmistir.

Glutatyon Standart Cozeltisi: 100 ml distile suyun icinde 100 mg GSH ¢oziilerek
hazirlanmistir. Bu stok ¢ozeltiden 2-4-6-8-10 mg GSH/100 ml olacak sekilde glutatyon
standartlar1 hazirlanmistir. Standartardan elde edilen veriler ile glutatyon standart egrisi

¢izilmistir.

Deneyin Yapilisi: 0,5 ml homojenat ile 0,75 ml ¢oktirme ¢ozeltisi vortekslendikten sonra,
3000 rpm’de 5 dk santrifiije edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatantlar toplanmistir. Kor tiipti
icin 0,5 ml distile suyun i¢ine 2 ml 0,3 M NaxHPOj4 ¢ozeltisi ve 0,25 ml belirtme reaktifi
eklenerek karistirildiktan sonra 5 dk oda sicakliginda beklenmistir. Numune tiipi igin 0,5 ml
stipernatant, 2 ml 0,3 M Na,HPO4 ¢ozeltisi ve 0,25 ml belirtme reaktifi karistirildiktan sonra 5
dk oda sicakliginda beklenmistir. Standart tiipii i¢in ise, 0,5 ml standart ¢6zelti alinarak, 2 ml
0.3 M NaxHPO4 ¢ozeltisi ve 0,25 ml belirtme reaktifi ilave edilip karistirildiktan sonra 5 dk oda

sicakliginda beklenmistir. Ornekler 412 nm dalga boyunda kér tiipiine kars1 okunmustur.
3.3.11. Katalaz (KAT) Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ince bagirsak dokusunda katalaz (KAT) aktivitesi icin Aebi metodu (Aebi, 1984) kullanilmustir.
Yontemde H202’nin katalaz enzimi vasitasiyla H.O’ya doniisiimiinii saglarken meydana gelen

absorbans spektrofotometrede 240 nm dalga boyunda kore karst okunmustur.

Deney Icin Hazirlanan Cézeltiler:

Serum Fizyolojik (% 0,9 NaCl): 1 L’ye distile su iginde 9 g NaCl distile suda ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM; pH 7.0): 100 ml distile suyun i¢inde 0,7098 g
NaxHPO4 ¢oziilmiistiir. Ayrica 100 ml distile suyun iginde 0,6804 g KH2PO4 ¢oziilmiistiir. pH
7.0’lik tampon 6 hacim Na;HPO4 ve 4 hacim KH2POj4’iin karistilmasiyla elde edilmistir.

H202 (30 mM): 100 ml pH 7.0 50 mM olan sodyum-potasyum fosfat tamponu, 258 ul 1.13
g/ml yogunluga sahip % 35°1lik H2Oz ile karigtirilak hazirlanmistir.
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Deneyin Yapihisi: Kor tiipii, 0,5 ml %0.9 NaCl {izerine 2 ml 30 mM H20- ¢6zeltisi eklenmesi
ile hazirlanmistir. Numune tiipii ise 0,5 ml doku siipernatantina 30 mM H20O- ¢6zeltisi ilave

edilmesi ile hazirlanmistir. Tiiplerin absorbansi 0. ve 1. dakikalarda 240 nm’de okunmustur.
3.3.12. Siiperoksid Dismutaz (SOD) Aktivitelerinin Belirlenmesi

Ince bagirsak dokusunda siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesinin belirlenmesinde Mylroie ve
dig. tarafindan gelistirilen yontem kullanmilmistir (Mylroie ve dig., 1986). Bu yontemde
riboflavinin floresans 1518in etkisi ile olusturdugu O radikali, ortamdaki SOD’un etkisi ile
H202’ye doniisiir. Olusan H2O; ile o-dianisidinin reaksiyona girmesi ile meydana gelen renkli

tirlinlin absorbansi 460 nm’de spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir.

Deney icin Hazirlanan Cézeltiler:

Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (50 mM) (pH 7.8): 100 ml distile suyun i¢inde 0,708 g
NaoHPO4 c¢oziilerek hazirlanmistir. Ayrica 100 ml distile suyun i¢inde 0,680 g KH2PO4
¢ozilerek hazirlanmistir. pH 7.8’lik tampon 9 hacim NaHPOs; ve 1 hacim KH2POs

karistirilarak hazirlanmistir.

Etilendiamintetraasetik Asid (EDTA) (0.1 mM): pH’1 7.8 olan 50 mM sodyum-potasyum
fosfat tamponunda 0,0037 g EDTA ¢oziilerek hazirlanmustir.

Sodyum-Potasyum Fosfat Tamponu (10 mM) (pH 7.8): 100 ml distile suyun i¢inde 0,142 g
Na;HPOs ¢oziilerek hazirlanmigtir. Ayrica 100 ml distile suyun iginde 0,136 g KH2POg4
coziilerek hazirlannmigtir. pH 7.8’lik tampon 9 hacim NaHPOs4 ve 1 hacim KH2PO4

karistirilarak hazirlanmistir.

Riboflavin Cozeltisi (0.2 mM): 10 mM pH 7.8 sodyum-potasyum fosfat tamponunda i¢inde

7,3 mg riboflavin ¢oziilerek hazirlanmistir.

o-Dianisidin Hidrokloriir Cozeltisi: 10 ml distile suyun i¢inde 19 mg o-dianisidin ¢oziilerek

hazirlanmustir.

SOD (120 IU /ml) Stok Standardi: Liyofilize SOD standardi 120 U /ml olacak sekilde soguk
distile su ile ¢ozlilmistiir. Bu stok standartdan uygun hacimler alinarak deney ortaminda 2-4-
6-8-10 tinite SOD standartlar1 hazirlanmistir. Standartardan elde edilen veriler ile SODstandart

egrisi ¢izilmistir.
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Deneyin Yapihisi: Kor tiipii igin 2,7 ml sodyum-potasyum fosfat ¢6zeltisine, 0,1 ml o-dianisidin
ve 0,2 ml riboflavin ¢6zeltisi ilave edilmistir. Numune tiipii igin 2,6 ml sodyum-potasyum fosfat
¢ozeltisine, 0,1 ml homojenat, 0,1 ml o-dianisidin ve 0,2 ml riboflavin ¢6zeltisi eklenmistir.
Standart tiipii i¢in 2,6 ml sodyum-potasyum fosfat ¢ozeltisine, 0,1 ml standart ¢ozeltisi, 0,1 ms
0-dianisidin ve 0,2 ml riboflavin ¢6zeltisi ilave edilmistir. Tiipler vortekste karistirilarak, 460
nm’de tliplerin ilk absorbans degerleri okunmustur. Ardindan tiim tiipler floresans 1sikta 8
dakika bekletildikten sonra 460 nm’de ikinci absorbans degerleri okunmustur. Standart grafigi
yardimiyla yapilan seyreltmelerde goz oniine alinarak SOD aktivitesi (U/g protein) cinsinden

hesaplanmustir.
3.3.13. Tiimor Nekrozis Faktor-a (TNF-a) Seviyelerinin Belirlenmesi

Dokuda TNF-a seviyeleri TNF alpha Rat ELISA Kiti (Invitrogen ™, BMS622) kullanilarak
belirlenmistir. Yontem, drnekte miktar1 bilinmeyen bir enzimin veya proteinin seviyelerinin

antijen antikor 6zgiilliiglinden faydalanilarak belirlenmesi esasina dayanmaktadir.

Soliisyonlarin Hazirlanmasi: Konsantrasyonu 1280 ng/L olan 120 pl standart soliisyonuna
120 pl standart sulandirma tamponu eklenerek stok standart soliisyonu hazirlanmistir. Seri
olarak seyreltimis soliisyonlar hazirlanmadan once karistirilarak 15 dakika bekletilmistir.
Standart stok soliisyonlarini standart sulandirma tamponu ile 1:2 oraninda seyreltilerek 320-
160-80-40 ng/L konsantrasyonlarinda standartlar elde edilmistir. Yikama tamponu stok
tamponun distile su i¢cinde 1:30 oraninda seyreltilmesiyle hazirlanmistir. Tiim soliisyonlar

kullanilmadan once oda 1s1sina getirildi ve bekletilmeden deneyde kullanilmistir.

Deney Prosediirii: Kullanilan kite ait mikropleytin standart kuyucuklari sigan TNF-a
antijenine kars1 {iretilen biyotinlenmis antikor ile kaplidir. Bu sebeple standart kuyucuklarina
50 pl standart eklenirken, 6rnek kuyucuklarima 40 pl 6rnek ve 10 pl anti- TNF-a antikoru
eklenmistir. Sonra kor kuyucuklari hari¢ tiim kuyucuklara 50 pl Streptavidin HRP eklenmistir.
Takiben mikropleytin kapagi kapatilarak 37 °C’de 60 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan biitiin
kuyucuklar yikama tamponuyla 5 kez yikanmistir. Tiim kuyucuklara 6nce 50 pl substrat A
sollisyonu sonra 50 pl substrat B soliisyonu eklenmistir. Takiben karanlik ortamda 37 °C
sicaklikta 10 dakika inkiibe edilmistir. Tim kuyucuklara 50 upl durdurma soliisyonu
koyulmustur. Maviden sariya renk degisimi gozlendikten sonra (en fazla 10 dakika) Elisa

cihazinda 450 nm dalga boyunda dl¢timler yapilmis ve standart grafik olusturulmustur.
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3.3.14. Total Protein Tayini

Total protein tayini standart olarak sigir serum albumini (BSA) kullanilarak Lowry yontemine
gore yapilmistir (Lowry ve dig., 1951). Proteinlerin yapisindaki aromatik halka i¢ceren amino
asitler, alkali ortamda ve bakir varliginda folin reaktifinde bulunan fosfomolibdotungustik asiti
indirgeyerek mavi renkli bir kompleks olusturur. Spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda

ol¢iilen absorbans, doku homojenatinin igerigindeki protein konsantrasyonunu belirler.

Deney Icin Hazirlanan Cozeltiler:

A Reaktifi: 0,1 N NaOH i¢inde %2’lik sodyum karbonat (Na2CO3) ¢oziilerek hazirlanmistir.

B Reaktifi: % 1 potasyum tartarat iginde % 0,5 bakir siilfat pentahidrat (CuSO4.5H,0),

¢oziilerek hazirlanmistir.

C Reaktifi (Alkali bakir siilfat ¢ozeltisi): 50 ml A reaktifi ile 1 ml B reaktifi karigtirilarak

hazirlanmustir.
E Reaktifi: Merck, HC807325 marka Folin reaktifi kullanilmastir.

Standart Cozelti: % 100’lik sigir serum albumin (BSA)’den (Sigma, A7906), % 0,9 FTS ile
stok ¢oOzelti elde edilmistir. Bu ¢6zeltiden seyreltmeler yapilarak % 5-10-15-20'lik standart

¢oOzeltileri hazirlanmustir.
Doku Siipernatanti: % 0,9 FTS nin 100 kat seyreltilmesiyle elde edilmistir.

Deneyin Yapihisi: E reaktifi haricinde hazirlanan tiim ¢ozeltiler vortekslenip, oda 1sisinda 10
dakika bekletilmistir. Daha sonra biitiin tiiplere 0,25 ml E reaktifi konularak karistirilmistir. Bu
sekilde oda 1s1sinda 30 dakika bekletildikten sonra spektrofotometrede 500 nm dalga boyunda
absorbanslar kore karsi okunmustur. Standart ¢ozeltilerin ¢alisilmasi sonucu her bir ¢alisma
standard: icin elde edilen yaklasik 30 degerin aritmetik ortalamasinin hesaplanmasiyla elde
edilen grafik yardimi ile total protein tayini yapilmistir. Grafikten elde edilen denklemden
yararlanilarak % mg protein miktari1 bulunmustur. Bulunan deger seyreltme katsayisi (100) ile

carpilmistir.
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3.4. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calismalarimiz sonucunda elde edilen veriler, SPSS (Statistical package for the social sciences,
22. 0) istatistik programi ile degerlendirilmistir. Tiim parametreler i¢in varyanslarin
homojenligi testi uygulanmistir. Non-parametrik veriler i¢in Kruskal-Wallis testi uygulanarak
tiim gruplar arasinda anlamlilik olup olmadig1 belirlenmistir. Ardindan ikili gruplar arasindaki
anlaml farkliliklarin tayini igin Mann-Whitney U testi uygulanmustir. Parametrik veriler igin
tek yonli ANOVA testi ile uygulanarak tim gruplar arasinda anlamlilik olup olmadig:
belirlenmistir. Ardindan, ikili gruplar arasindaki anlamli farkliliklarin tayini i¢in bagimsiz
student-t testi kullanilmistir. Rutin biyokimyasal yontemlerden elde edilen sonuglarin analizi
icin GraphPad Prism 6.0 programi kullanilmistir. Elde edilen sonuglar One-Way ANOVA
yonteminin ardindan Tukey post hoc testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar ‘ortalama + standart
sapma’ olarak verilmis ve p<0,05, p<0,01, p<0,005, p<0,001 ve p<0,0001 degerleri istatistiksel

olarak anlaml1 kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HISTOLOJiK BULGULAR
4.1.1. Kontrol Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait kesitlerde ince bagirsak dokusunun normal histolojik
goriiniimii hakimdi. Villus epiteli ve villuslar arasinda yer alan Lieberkiihn bezlerinin epiteli
tek katli silindirik epiteldir. Bu epitel mukus igeren ve salgilayan goblet hiicrelerinden ve apikal
yiizeylerinde ¢izgili kenari iceren absorptif hiicrelerden olusmustur (Sekil 4.1, 4.2). Goblet
hiicrelerin icerigindeki mukus ve absorptif hiicrelerin ¢izgili kenarlar1 siddetli PAS pozitif

reaksiyon vermektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4. 1: K grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimii, V: villus, K: kripta, HE, Bar: 200 um.
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Sekil 4. 2: K grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimi, V: villus, K: kripta, Masson’un ti¢lii boyasi,
Bar: 100 pm.

Sekil 4. 3: K grubuna ait ince bagirsagin ¢izgili kenarinda (P ) ve goblet hiicrelerinde (—) gozlenen
siddetli PAS pozitif reaksiyon, Bar: 100 pm.
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4.1.2. Radyasyon Grubuna Ait Histolojik Bulgular

RAD grubuna ait bireylerin ince bagirsak dokusunun histolojik goériinimiinde K grubu
bireylerle karsilagtirlldiginda belirgin bir hasar gbéze c¢arpmaktadir. Villus biitlinliiglinde
bozulma ve kayip, villuslarda kisalma ve genisleme, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu,
hiperemi, koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre sayisinda artis, villuslarin lamina
propriyasinda 6dem, piknotik niikleus bu grupta belirgin olarak dikkati ¢ekmistir. Ayrica bez
biitlinliiglinde bozulma ve kayip, epitel hiicrelerinde hiperplazi ve vakuolizasyon, mukozada
nekrotik alanlar gozlenmistir (Sekil 4.4-4.7). Absorptif hiicrelerin ¢izgili kenarindaki PAS
pozitif reaksiyon siddetinde ve PAS pozitif reaksiyon veren goblet hiicre sayisinda K grubu ile
karsilastirildiginda belirgin bir azalma gozlenirken, ¢izgili kenarin hemen iizerinde ve villuslar

arasi alanda PAS pozitif reaksiyonda artig dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.8).

Sekil 4. 4: RAD grubunun ince bagirsaginda hiperemi (g ), vakuolizasyon ( ™), 5dem (3%, HE,
Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 5: RAD grubunun ince bagirsaginda villus biitiinliigiinde bozulma ( =), bez biitiinliigiinde
bozulma (*), hiperplazi (), koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre ( > ), inlamatuvar hiicre
infiltrasyonu ())) ), Masson’un iiglii boyasi, Bar: 100 pm.

Sekil 4. 6: RAD grubunun ince bagirsaginda inlamatuvar hiicre infiltrasyonu (), villusda kisalma
ve genisleme (’ ), 6dem ( k# ), hiperplazi (™), Masson’un iiclii boyasi, Bar: 200 um.
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Sekil 4. 7: RAD grubunun ince bagirsaginda piknotik nukleus (A ), bez biitiinliigiinde bozulma (¥ ),
odem (&*), Masson’un iiglii boyasi, Bar: 100 pm.

Sekil 4. 8: RAD grubunun ince bagirsagina ait goblet hiicrelerinde (—) ve ¢izgili kenarinda (») PAS
pozitif reaksiyon siddetinde azalma, goblet hiicre sayisinda azalma ve villuslar arasinda ve villuslarin
cizgili kenarlarinin hemen {izerinde goriilen PAS pozitif reaksiyonda artma (4»), Bar: 100 um.
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4.1.3. Klorokin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

CQ grubuna ait histolojik kesitlerde K grubuna benzer olarak ince bagirsak dokusunun normal
histolojik goriiniimii dikkati ¢ekti (Sekil 4.9, 4.10). Absorptif hiicrelerin ¢izgili kenarlarinda ve
goblet hiicrelerinin igeriginde gozlenen PAS pozitif reaksiyon K grubuna benzer goriiniim ve

siddetteydi (Sekil 4.11).

Sekil 4. 9: CQ grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimii, V: villus, K: kripta, HE, Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 10: CQ grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimii, V: villus, K: kripta, Masson’un ti¢lii
boyasi, Bar: 100 um.

Sekil 4. 11: CQ grubuna ait ince bagirsagin ¢izgili kenarinda (P ) ve goblet hiicrelerinde (—)
gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon, Bar: 100 pm.
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4.1.4. Aposinin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

APO grubuna ait histolojik kesitlerde K grubuna benzer olarak saglikli ince bagirsak dokusunun
histolojik goriinimii hakimdi (Sekil 4.12, Sekil 4.13). PAS pozitif reaksiyon absorptif
hiicrelerin ¢izgili kenarlarinda ve goblet hiicrelerinin igeriginde K grubuna benzer goriiniim ve

siddetteydi (Sekil 4.14).

Sekil 4. 12: APO grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimii, V: villus, K: kripta, HE, Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 13: APO grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimii, V: villus, K: kripta, Masson’un tg¢lii
boyast, Bar: 100 um.

Sekil 4. 14: APO grubuna ait ince bagirsagin ¢izgili kenarinda (») ve goblet hiicrelerinde (—)
gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon, Bar: 100 pm.
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4.1.5. Radyasyon + Klorokin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

RAD + CQ grubuna ait histolojik kesitlerde K grubuna kiyasla belirgin bir hasar gézlense de
bu hasar RAD grubuna kiyasla 6nemli dl¢lide hafiftir ve gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik vardir. Bu grupta daha ¢ok villus biitiinliiglinde bozulma ve kayip,
villuslarda kisalma ve genisleme, villuslarin lamina propriyasinda 6dem gibi villusa ait hasarlar
belirgin olmakla birlikte inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, hiperemi, koyu dar sitoplazmik
reaksiyon veren hiicre sayisi, bez biitiinliigiinde bozulma ve kayip, epitel hiicrelerinde
hiperplazi ve vakuolizasyon, mukozada nekrotik alanlar daha seyrek gozlenmistir (Sekil 4.15,
Sekil 4.16, Sekil 4.17). Absorptif hiicrelerin ¢izgili kenarlarindaki PAS pozitif reaksiyon
siddetinde ve PAS pozitif reaksiyon veren goblet hiicre sayisinda K grubuna gore belirgin bir
azalma gozlenmistir. Ayrica ¢izgili kenarlarin hemen iizerinde ve villuslar aras1 alanda PAS
pozitif reaksiyon gozlenmistir. PAS pozitif reaksiyonun siddeti RAD grubuna benzer
niteliktedir (Sekil 4.18).

Sekil 4. 15: RAD + CQ grubuna ait si¢anlarin ince bagirsaginda a: hiperplazi ( ma), b: inflamatuvar
hiicre infiltrasyonu ()))), villuslarda kisalma ve genisleme (4p), HE, Bar:200 pm.
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Sekil 4. 16: RAD + CQ grubunun ince bagirsaginda 6dem (}C ), hiperemi (" ), koyu dar sitoplazmik
reaksiyon veren hiicre (3>), piknotik nukleus (A ), HE, Bar: 100 pm.

Sekil 4. 17: RAD + CQ grubunun ince bagirsaginda villus biitiinliigiinde bozulma (=), villuslarda
kisalma ve genisleme (@), inflamatuvar hiicre infiltrasyonu (})) ), Masson’un {i¢lii boyasi, Bar: 200
pm.
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»
, 100 um

Sekil 4. 18: RAD + CQ grubunun jejunumuna ait goblet hiicrelerinde (—) ve ¢izgili kenarinda (P)
PAS pozitif reaksiyon siddetinde azalma, goblet hiicre sayisinda azalma ve villuslar arasinda ve
villuslarin ¢izgili kenarlarinin hemen {izerinde goriilen PAS pozitif reaksiyonda artma H»), Bar: 100
pum.

4.1.6. Radyasyon + Aposinin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

RAD + APO grubunun histolojik hasar derecesi K grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
olmayan bir artis gostermistir. RAD grubunda yogun olarak gbzlenen villus biitiinliigiinde
bozulma ve kayip, bez biitiinliiglinde bozulma ve kayip, villuslarin lamina propriyasinda 6dem,
villuslarda kisalma ve genisleme, hiperplazi ve epitel hiicrelerinde vakuolizasyon bulgularinda
anlaml1 bir azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.19, Sekil 4.20). Ayrica, RAD grubunda
gbzlenen inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, villus epitel hiicrelerinde gozlenen piknotik niikleus,
hiperemi, nekrotik alan, koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre gibi hasar bulgulari bu
grupta gozlenmemistir. PAS pozitif reaksiyon veren goblet hiicre sayisinda ve absorptif
hiicrelerin ¢izgili kenarlarindaki PAS pozitif reaksiyon siddetinde RAD grubuna gore belirgin
artis gozlenirken, villuslar arasinda ve ¢izgili kenarlarin hemen tlizerinde goriilen PAS pozitif

reaksiyonda belirgin bir azalma dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.21).
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Sekil 4. 19: RAD + APO grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimii, V: villus, K: kripta, HE, Bar:
100 pm.

Sekil 4. 20: RAD + APO grubuna ait ince bagirsagin genel goriiniimii, V: villus, K: kripta,
Masson’un {i¢lii boyasi, Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 21: RAD + APO grubuna ait ince bagirsagin ¢izgili kenarinda (») ve goblet hiicrelerinde (—)
gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon, Bar: 100 um.

4.1.7. Radyasyon + Klorokin + Aposinin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

Bu grupta RAD + CQ gruplarinda yogun olarak gozlenen villus biitiinliiglinde bozulma ve
kayip, bez biitlinliiglinde bozulma ve kay1p, villuslarin lamina propriyasinda ddem, villuslarda
kisalma ve genisleme, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ve epitel hiicrelerinde vakuolizasyon
bulgularinda anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23). Ayrica RAD
+ CQ grubunda gozlenen villus epitel hiicrelerinde hiperplazi, hiperemi, piknotik niikleus,
nekrotik alan, koyu dar sitoplazmik reaksiyon veren hiicre gibi hasarlar bu grupta
gozlenmemistir. PAS pozitif reaksiyon veren goblet hiicre sayisinda ve absorptif hiicrelerin
cizgili kenarlarindaki PAS pozitif reaksiyon siddetinde RAD grubuna gore belirgin artig
gozlenirken, villuslar arasinda ve cizgili kenarlarin hemen tizerinde goriilen PAS pozitif

reaksiyonda belirgin bir azalma gézlenmistir (Sekil 4.24).
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Sekil 4. 22: RAD + CQ + APO grubuna ait ince bagirsaginda Villuslarda kisalma ve genisleme (@p),
HE, Bar: 100 pm.

Sekil 4. 23: RAD + CQ + APO grubuna ait ince bagirsaginda a: villus biitiinliigiinde bozulma (=), b:
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu ( )))), Masson’un ii¢lii boyasi, Bar: 100 um.
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Sekil 4. 24: RAD + CQ + APO grubuna ait ince bagirsagin ¢izgili kenarinda (») ve goblet
hiicrelerinde (—) gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon, Bar: 100 pm.

4.1.8. Klorokin + Aposinin Grubuna Ait Histolojik Bulgular

CQ + APO grubunun histolojik hasar derecesi CQ grubuna gore anlamli olmayan bir azalma
gostermistir. CQ + APO grubunun ince bagirsaginin histolojik goriiniimii K grubuna benzer
niteliktedir (Sekil 4.25, Sekil 4.26). Absorptif hiicrelerin ¢izgili kenarlarinda ve goblet
hiicrelerinin igeriginde gozlenen PAS pozitif reaksiyon K grubuna benzer goriiniim ve

siddetteydi (Sekil 4.27).
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Sekil 4. 26: CQ + APO grubuna ait ince bagirsagin genel goriinimii, V: villus, K: kripta, Masson’un
iiclii boyasi, Bar: 100 pum.
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Sekil 4. 27: CQ + APO grubuna ait ince bagirsagin ¢izgili kenarinda () ve goblet hiicrelerinde (—)
gozlenen siddetli PAS pozitif reaksiyon, villuslar arasinda ve villuslarin ¢izgili kenarlarinin hemen
iizerinde goriilen PAS pozitif reaksiyonda azalma (+) Bar: 100 pm.

4.1.9. Histolojik Hasar Skoru

Elde edilen verilere gore, gruplarin ince bagirsak histolojik hasar skorlar1 arasinda istatistiksel
anlamli farkliliklar oldugu belirlenmistir. (Tablo 4.1). K grubu ile karsilastirildiginda RAD,
CQ, RAD+CQ, RAD+APO gruplar1 ve RAD+CQ+APO gruplarmin (p<0,005) ve CQ+APO
grubunun (p<0,05) histolojik hasar skorlarinda anlamli artislar belirlenmistir. APO grubu ise
K’ya gore anlamsiz artis gostermistir. RAD+CQ ve RAD+APO gruplarinin histolojik hasar
skorlarinda RAD grubuna gore anlamli azalmalar tespit edilmistir (p<0,005). RAD+CQ+APO
grubunda ise RAD+CQ’ya gore anlamli azalma (p<0,05) saptanmistir. CQ+APO grubunda ise

CQ’ya gore anlamsiz bir azalis gdzlenmistir.



62

Tablo 4. 1: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak histolojik hasar skoru.

Gruplar Histolojik Hasar Skoru*
K 1,75+0,4

RAD 22,14 + 5,14

CQ 5,07 + 3,242

APO 1,85+ 0,85

RAD+CQ 9,07 +3,52°

RAD+APO 6,14 + 1,772¢
RAD+CQ+APO 6,28 + 1,1124

CQ+APO 441 +2,68"

8K grubundan farkli (p<0,005).

b K grubundan farkli (p<0,05).

¢ RAD grubundan farkli (p<0,005).
dRAD+CQ grubundan farkli (p<0,05).
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Sekil 4. 28: Histolojik hasar skoru.

4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR
4.2.1. PCNA immunohistokimyasina Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gore gruplarin % PCNA pozitif hiicre
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu bulunmustur (Tablo 4.2). RAD,
CQ, RAD+CQ, RAD+APO, RAD+CQ+APO gruplarinda (p<0,005), APO grubunda (p<0,05)
ve CQ+APO grubunda (p<0,01) K grubuna gore anlamli azalma gézlenmistir. RAD+CQ grubu
RAD grubu ile karsilagtirildiginda anlamsiz artis gozlenirken, RAD+APO grubunda RAD
grubuna gore anlamli artis (p<0,005) gozlenmistir. RAD+CQ+APO grubunda ise RAD+CQ
grubuna gore anlamli artis (p<0,005) dikkati ¢ekmistir. CQ + APO grubunda ise CQ grubuna

gore anlamsiz azalis gézlenmistir.
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Tablo 4. 2: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak PCNA degerleri.

Gruplar PCNA (%Pozitif hiicre endeksi) *
K 68,6 9,54

RAD 24,22 + 3,022

O 51,34 + 6,8°

APO 59,17 +4,53°

RAD+CO 24,71 + 4,617

RAD+APO 34,36 + 4,061

RAD+CQ+APO 35,31 + 4,11

CO+APO 50,23 + 6,07°

* Ortalama + Standart Sapma.

4K grubundan farkli (p<0,005).

b K grubundan farkli (p<0,05).

¢K grubundan farkli (p<0,01).

4 RAD grubundan farkli (p<0,005).
*RAD+CQ grubundan farkli (p<0,005).
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% PCNA pozitif hiicre
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Sekil 4. 29: Ince bagirsak kripta epitel hiicrelerinde immunohistokimya ile tespit edilen % PCNA
pozitif hiicre sayisi.

Sekil 4. 30: K grubu kripta epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler (== ) Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 32: CQ grubu kripta epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler = ) Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 34: RAD + CQ grubu kripta epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler @ ), Bar: 100 um.
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Sekil 4. 35: RAD + APO grubu kripta epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler @ ), Bar: 100 pm.

Sekil 4. 36: RAD + CQ + APO grubu kripta epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler @), Bar: 100

pm.
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Sekil 4. 37: CQ + APO grubu kripta epitel hiicrelerinde PCNA pozitif hiicreler (s ), Bar: 100 pm.

4.2.2. p62 immunohistokimyasina Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gore, gruplarin ince bagirsak % p62
pozitif hiicre degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (Tablo 4.3).
RAD, RAD + CQ, RAD + APO, CQ + APO gruplarinda (p<0.005), CQ grubunda (p<0.05) ve
RAD+ CQ + APO grubunda (p<0.01) K grubuna gére anlamli artis gosterirken, APO grubu K
grubu ile karsilagtirildiginda anlamsiz artis gostermistir. RAD + CQ grubu RAD grubu ile
karsilastirlldiginda anlamsiz artis gozlenirken, RAD + APO grubunda RAD grubuna gore
anlamli azalma (p<0.005) gozlenmistir. RAD + CQ + APO grubunda ise RAD +CQ grubuna
gore anlamli azalma (p<0.005) gozlenmistir. CQ + APO grubunda (p<0,05) ise CQ grubuna

gore anlaml artis gdzlenmistir.
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Tablo 4.3: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak p62 degerleri.

Gruplar p62 (% Pozitif hiicre endeksi) *
K 3,6=1,23

RAD 69,25 + 10,242

co 9,85 +6,81"

APO 8,62+ 6,74

RAD+ CQ 76,02 + 13,522

RAD+ APO 14,65 + 8,66"

RAD+ CQ+APO 14,08 + 6,75

CQ+APO 20,56 + 3,381

* Ortalama + Standart Sapma.

4K grubundan farkli (p<0,005)

b K grubundan farkli (p<0,05)

¢K grubundan farkli (p<0,01)

4 RAD grubundan farkli (p<0,005)
*RAD+CQ grubundan farkli (p<0,005)
fCQ grubundan farkli (p<0,05)
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Sekil 4. 39: K grubu ince bagirsaginda p62 pozitif hiicreler ( == ), Bar: 100 um.
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Sekil 4. 40: RAD grubu ince bagirsaginda p62 pozitif hiicreler ( mmp), Bar: 100 pm.

P
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Sekil 4. 41: CQ grubu ince bagirsaginda p62 pozitif hiicreler ( = ), Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 43: RAD+CQ grubu ince bagirsaginda p62 pozitif hiicreler ( == ), Bar: 100 pm.
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Sekil 4. 44: RAD+APO grubu ince bagirsaginda p62 pozitif hiicreler ( mm ), Bar: 100 um.

Sekil 4. 45: RAD+CQ+APO grubu ince bagirsaginda p62 pozitif hiicreler ( mm), Bar: 100 um.
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Sekil 4. 46: CQ+APO grubu ince bagirsaginda p62 pozitif hiicreler (mm ), Bar: 100 um.

4.3. BIYOKIMYASAL BULGULAR
4.3.1. LC3 Il (MAP1LC3B) Seviyelerine Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gére gruplarin ince bagirsak LC3 11
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 4.4). RAD,
RAD + CQ, CQ+APO gruplarinda (p<0,001), RAD + APO grubunda (p<0,05), RAD + CQ +
APO grubunda (p<0,01) K grubuna gore anlamli artis gozlenirken CQ ve APO gruplarinda K
grubuna gore anlamli olmayan artig gézlenmistir. RAD + CQ grubunda (p<0,05) RAD grubuna
gore anlamli artig gézlenirken, RAD + APO grubunda RAD grubuna gore anlamli olmayan
azalig gozlenmistir. RAD + CQ + APO grubunda (p<0,05) ise RAD + CQ grubuna gore
anlamli azalis gézlenmistir. CQ + APO grubunda (p<0,001) ise CQ grubuna goére anlamli artis

gbzlenmistir.
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Tablo 4.4: Kontrol ve deney grubu si¢anlarin ince bagirsak LC3 |1 seviyeleri

Gruplar LC3 Il seviyeleri (ng/ml) *
K 0,78+0,28

RAD 1,47+0,15 ®

CQ 0,99+0,10

APO 0,87+0,17

RAD+ CQ 1,87+0,35 & ¢

RAD+ APO 1,21£0,36 °

RAD+ CQ+APO 1,36+0,31% ¢

CQ+APO 2,06+0,13 2

* Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,001.

b K grubundan farkli p<0,05.
¢Kgrubundan farkli p<0,01.

9RAD grubundan farkli p<0,05.
*RAD+CQ grubundan farkli p<0,05.
fCQ grubundan farkli p<0,001.
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Sekil 4. 47: ince Bagirsak Dokusu LC3 II Seviyeleri (ng/ml), (ortalama + standart sapma).

4.3.2. LAMP 2 Seviyelerine Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gore gruplarin ince bagirsak LAMP
2 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (Tablo 4.5). RAD,
RAD+CQ, CQ+APO gruplarinda (p<0,001) K grubuna gére anlamli artis gdzlenirken, APO,
RAD+APO ve RAD+CQ+APO gruplarinda K grubuna gore anlamsiz artis gozlenmistir. CQ
grubunda ise K grubuna gore anlamsiz azalma gézlenmistir. RAD+CQ grubunda RAD grubuna
gore anlamli olmayan artig gozlenirken, RAD+APO grubunda (p<0,05) RAD grubuna goére
anlamli azalis gozlenmistir. RAD+CQ+APO grubunda (p<0,001) RAD+CQ grubuna gore
anlamli azalig gézlenmistir. CQ + APO grubunda (p<0,001) ise CQ grubuna goére anlamli artig

gozlenmistir.
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Tablo 4.5: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak LAMP 2 seviyeleri.

Gruplar LAMP 2 seviyeleri (ng/L)*
K 4,96+2,28

RAD 11,36+3,152

cQ 4,04+2,19

APO 9,11+4,53

RAD+ CQ 15,18+5,29 2

RAD+ APO 7,67+2,53 P

RAD+ CQ+APO 6,31+1,08 ©

CQ+APO 13,8+2,48 &4d

* Ortalama + Standart Sapma.

8 K grubundan farkli p<0,001.

b RAD grubundan farkli p<0,05.

¢ RAD + CQ grubundan farkli p<0,001.
9CQ grubundan farkli p<0,001.
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Sekil 4. 48: ince Bagirsak Dokusu LAMP 2 Seviyeleri (ng/L), (ortalama + standart sapma).

4.3.3. Kaspaz-3 Seviyelerine Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gore gruplarin ince bagirsak Kaspaz-
3 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 4.6). RAD,
RAD+APO ve RAD+CQ+APO gruplarinda (p<0.01), RAD+CQ grubunda (p<0.001) ve
CQ+APO grubunda (p<0.05) K grubuna gore anlamli artis gozlenirken, CQ grubunda K
grubuna gore anlamsiz artig gézlenmistir. APO grubunda ise K grubuna benzer seviyeler
gozlenmistir. RAD + CQ grubunda ise RAD grubuna benzer seviyeler gézlenirken, RAD+APO
grubunda RAD grubuna gore anlamsiz azalis gozlenmisti. RAD+CQ+APO grubunda
RAD+CQ grubuna goére anlamsiz bir azalma gbézlenmistir. CQ + APO grubunda (p<0,05) ise

CQ grubuna gore anlaml1 bir artis gdzlenmistir.
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Tablo 4.6: Kontrol ve deney grubu sicanlarin ince bagirsak Kaspaz-3 seviyeleri.

Gruplar Kaspaz-3 seviyeleri (ng/ml) *
K 0,10+0,05

RAD 0,23+0,012

CQ 0,11+0,05

APO 0,10+0,03

RAD+CQ 0,23+0,06 °

RAD+APO 0,20+0,06 2

RAD+CQ+APO 0,20+0,06 2

CQ+APO 0,22+0,11 ¢d

* Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,01.
K grubundan farkli p<0,001.
°K grubundan farkli p<0,05.
4 CQ grubundan farkli p<0,05.
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Sekil 4. 49: ince Bagirsak Dokusu Kaspaz-3 Seviyeleri (ng/ml), (ortalama + standart sapma).

4.3.4. BCL-2 Seviyelerine Ait Bulgular

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler incelendiginde gruplarin ince bagirsak BCL-2
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar belirlenmistir (Tablo 4.7). RAD
grubunda (p<0,05) K grubuna gore anlamli azalma gbzlenirken, RAD+APO, RAD+CQ+APO
ve CQ+APO gruplarinda (p<0,05), K grubuna gore anlaml artis gézlenmistir. CQ ve RAD+CQ
gruplarinda K grubuna gore anlamsiz azalma gozlenirken APO grubunda K grubuna gore
anlamsiz artis gézlenmistir. RAD+CQ grubunda RAD grubuna benzer seviyeler gozlenirken,
RAD+APO grubunda (p<0,001) RAD grubuna goére anlamli bir artis gozlenmistir.
RAD+CQ+APO grubunda (p<0,001) RAD+CQ grubuna gére anlamli artis gézlenmistir. CQ
+ APO grubunda (p<0,01) ise CQ grubuna gore anlamli artis gézlenmistir.
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Tablo 4.7: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak BCL-2 seviyeleri.

Gruplar BCL-2 seviyeleri (ng/ml) *
K 0,09+0,04

RAD 0,05+0,02 2

CQ 0,08+0,02

APO 0,11+0,09

RAD+ CQ 0,04+0,04

RAD+ APO 0,13+0,07 2P

RAD+ CQ+APO 0,14+0,02 ¢

CQ+APO 0,16+0,06 24

* Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,05.

RAD grubundan farkli p<0,001.
°“RAD + CQ grubundan farkli p<0,001.
4 CQ grubundan farkli p<0,01.
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Sekil 4. 50: ince Bagirsak Dokusu BCL-2 Seviyeleri (ng/ml), (ortalama + standart sapma).

4.3.5. MPO Seviyelerine Ait Bulgular

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz veriler incelendiginde gruplarin ince bagirsak MPO
degerleri birbiri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 4.8).
RAD, RAD + CQ + APO, CQ + APO gruplarinda (p<0,001) ve RAD+CQ ve RAD+APO
gruplarinda (p<0,01) K grubuna goére anlamli artig gozlenirken, CQ ve APO gruplarinda K
grubuna gore anlamsiz artis gozlenmistir. RAD+CQ grubunda RAD grubuna goére anlamsiz
artiy gozlenirken, RAD+APO grubunda RAD grubuna gére anlamsiz azalma gozlenmistir.
RAD+CQ+APO grubunda RAD + CQ grubuna gére anlamsiz azalma gozlenmistir. CQ + APO
grubunda (p<0,001) ise CQ grubuna gore anlaml1 artis gézlenmistir.
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Tablo 4.8: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak MPO seviyeleri.

Gruplar MPO seviyeleri (ng/ml) *
K 1,02+0,47

RAD 2,25+0,532

CQ 1,37+0,35

APO 1,64+0,78

RAD+CQ 2,66+1,26°

RAD+APO 1,91+0,53°

RAD+ CQ+APO 2,44+0,422

CQ+APO 2,91+0,75%¢

4K grubundan farkli p<0,001.
b K grubundan farkli p<0,01.
¢CQ grubundan farkli p<0,001.
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Sekil 4. 51: Ince Bagirsak Dokusu MPO Seviyeleri (ng/ml), (ortalama + standart sapma).

4.3.6. NOX Seviyelerine Ait Bulgular

Yaptigimiz ¢aligma sonucunda elde edilen verilere incelendiginde gruplarin ince bagirsak NOX
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gozlenmistir (Tablo 4.9). RAD,
RAD+CQ, RAD+APO, RAD+CQ+APO, CQ+APO gruplarinda (p<0,001) ve CQ grubunda
(p<0,05) K grubuna goére anlamli artig gézlenirken, APO grubunda K grubuna gére anlamsiz
artts gozlenmistir. RAD+CQ grubunda RAD grubuna goére anlamsiz artig gozlenirken,
RAD+APO grubunda RAD grubuna goére anlamsiz azalma gozlenmistir. RAD+CQ+APO
grubunda (p<0,05) RAD + CQ grubuna gore anlamli azalig gdzlenmistir. CQ + APO grubunda
(p<0,001) ise CQ grubuna gore anlamli artis gdzlenmistir.
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Tablo 4.9: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak NOX seviyeleri.

Gruplar NOX seviyeleri (ng/ml) *
K 1,68+0,03

RAD 1,97+0,09 2

cQ 1,75+0,07 °

APO 1,78+0,13

RAD+CQ 2,13+0,222

RAD+APO 1,94+0,12
RAD+CQ+APO 1,88+0,10 ¢

CQ+APO 2,13+0,15 ¢

8K grubundan farkli p<0,001.

bK grubundan farkli p<0,05.

°RAD + CQ grubundan farkli p<0,05.
4CQ grubundan farkli p<0,001.
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Sekil 4. 52: Ince Bagirsak Dokusu NOX Seviyeleri (ng/ml), (ortalama + standart sapma).

4.3.7. MDA Seviyelerine Ait Bulgular

Calismamizdan elde ettigimiz veriler incelendiginde gruplarin ince bagirsak MDA degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 4.10). RAD grubunda
(p<0,001), RAD+CQ, RAD+CQ+APO ve CQ+APO gruplarinda (p<0,05) K grubuna gore
anlaml artig gézlenirken, RAD+APO grubunda K grubuna gore anlamsiz artig gézlenmistir.
APO grubunda K grubuna gore anlamsiz azalma gézlenirken, CQ grubunda K grubuna benzer
seviyeler gozlenmistir. RAD+CQ grubunda RAD grubuna anlamsiz azalma gozlenirken,
RAD+APO grubunda (p<0,01) RAD grubuna gore anlamli azalma gozlenmistir.
RAD+CQ+APO grubunda RAD+CQ grubuna gore anlamsiz azalig gozlenmistir. CQ + APO

grubunda (p<0,05) ise CQ grubuna goére anlamli artis gézlenmistir.
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Tablo 4.10: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak MDA seviyeleri.

Gruplar MDA seviyeleri (nmol/ml) *
K 0,14+0,02

RAD 0,23+0,032

CQ 0,14+0,03

APO 0,13+0,04

RAD+ CQ 0,20+0,07°

RAD+ APO 0,15+0,04°

RAD+ CQ+APO 0,16+0,02°

CQ+APO 0,19+0,04°4

4K grubundan farkli p<0,001.
YK grubundan farkli p<0,05.
°RAD grubundan farkli p<0,01.
4 CQ grubundan farkli p<0,05.
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Sekil 4. 53: ince Bagirsak Dokusu MDA Seviyeleri (nmol/ml), (ortalama + standart sapma).

4.3.8. LPO Seviyelerine Ait Bulgular

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz verilere gére gruplarin ince bagirsak LPO degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml farkliliklar belirlenmistir (Tablo 4.11). K grubu ve RAD,
CQ, RAD+CQ ve RAD+CQ+APO gruplarina ait LPO degerleri birbiri ile karsilastirildiginda,
bu ii¢ grubun LPO degerlerinin K grubuna gore anlamli olarak arttigi saptanmistir (p<0,0001).
K grubu ile APO, RAD+APO ve CQ+APO gruplar ile karsilastirildiginda ise APO verilen
gruplarin LPO degerinde anlamsiz bir artis oldugu goriilmiistiir. RAD grubu ile RAD+CQ ve
RAD+APQO gruplarinin LPO degerleri karsilastirildiginda RAD+CQ grubunda anlamsiz bir
azalma gozlenirken, RAD+APO grubuda ise anlamli bir azalma oldugu saptanmistir
(p<0,0001). RAD+CQ+APO grubunun LPO degeri ise RAD+CQ grubuna gore anlamli olarak
azaldigi bulunmustur (p<0,0001). CQ + APO grubunda (p<0,0001) ise CQ grubuna gore

istatistiksel olarak anlamli bir azalis gézlenmistir.
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Tablo 4.11: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak LPO degerleri.

Gruplar LPO (nmol MDA/mg protein)*
K 2,71+0,65

RAD 15,71+3,53 2

cQ 11,19+1,762

APO 5,42+1,32

RAD+CQ 13,37+2,20 2

RAD+APO 5,71+1,12°

RAD+CQ+APO 7,91+1,52%°¢

CQ+APO 5,30+1,25¢

Panova 0,0001

*Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,0001.

bRAD grubundan farkli p<0,0001.
°RAD + CQ grubundan farkli p<0,0001.
9CQ grubundan farkli p<0,0001.
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Sekil 4. 54: ince Bagirsak Dokusu LPO Seviyeleri (nmolMDA/mg protein), (ortalama + standart
sapma).

4.3.9. TAK Seviyelerine Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gore gruplarin ince bagirsak TAK
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gézlenmistir (Tablo 4.12). K grubuna
ait TAK degerleri, RAD grubu (p<0,05) ve RAD+CQ grubu (p<0,01) ile karsilastirildiginda
TAK degerlerinin anlamli olarak azaldigi saptanmistir. K grubu CQ grubuna ait TAK degerleri
ile karsilastirildiginda TAK degerinin anlamsiz olarak azaldigi, oysa K grubu ile APO TAK
degerleri karsilastirildiginda benzer seviyeler gozlendigi, RAD+APO ve CQ+APO gruplarina
ait TAK degerleri karsilastirildiginda ise anlamsiz olarak arttigi ve RAD+CQ+APO grubuna
ait TAK degerleri karsilastirildiginda ise anlamli olarak arttig1 saptanmistir. RAD ve RAD+CQ
gruplarina ait TAK degerleri karsilastirildiginda RAD+CQ grubunun TAK degerlerinin
anlamsiz olarak azaldigi gozlenirken, RAD ve RAD+APO gruplarina ait TAK degerleri
karsilagtirildiginda RAD+APO grubunun TAK degerlerinin anlamli olarak arttig1 saptanmigtir
(p<0,05). RAD+CQ grubu ve RAD+CQ+APO grubunun TAK degerleri birbiri ile
karsilastirildiginda RAD+CQ+APO grubunun TAK degerinin anlamli olarak arttig
goriilmiistiir (p<0,0001). CQ + APO grubunda ise CQ grubuna kiyasla anlamsiz bir artis

gozlenmistir.
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Tablo 4.12: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak TAK degerleri.

Gruplar TAK (nmol Trolox/g protein)*
K 128,90+21,87

RAD 75,33+8,66 °

CQ 119,40+28,37

APO 128,30+31,43

RAD+CQ 67,03+24,34°

RAD+APO 130,60+23,37°

RAD+CQ+APO 186,60+54,30 P

CQ+APO 130,70+28,08

Panova 0,0001

* Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,05.

bK grubundan farkli p<0,01.

¢ RAD grubundan farkli p<0,05.

4 RAD + CQ grubundan farkli p<0,0001.
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Sekil 4. 55: ince Bagirsak Dokusu TAK Seviyeleri (umol Trolox/g protein), (ortalama =+ standart
sapma).

4.3.10. GSH Seviyelerine Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gore gruplarmn ince bagirsak GSH
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar oldugu bulunmustur (Tablo 4.13). K
grubu ile kiyaslandiginda RAD grubuna ait GSH degerlerinin anlamli olarak azaldigi
saptanmigtir (p<0,05). K grubu ile CQ, APO, RAD+CQ ve CQ+APO gruplarina ait GSH
degerleri karsilastirildiginda ise bu gruplarin GSH degerlerinin anlamsiz olarak azaldigi
gozlenirken, RAD+APO grubu K grubu ile kiyaslandiginda GSH degerlerinin anlamsiz olarak
arttig1 saptanmistir. K grubu ile kiyaslandiginda RAD+CQ+APO grubuna ait GSH degerlerinin
anlaml olarak arttig1 saptanmistir (p<0,0001). RAD grubu ile kiyaslandiginda RAD+CQ
(p<0,05) ve RAD+APO (p<0,0001) gruplarina ait GSH degerlerinin anlamli olarak arttig
saptanmistir. RAD+CQ+APO grubuna ait GSH degeri ile RAD+CQ grubu karsilagtirildiginda
GSH degerinde anlamli bir artis oldugu belirlenmistir (p<0,0001). CQ + APO grubunda ise

CQ’ya gore anlamsiz artis gézlenmistir.
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Tablo 4.13: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak GSH degerleri.

Gruplar GSH (nmol GSH/mg protein)*
K 7,57+1,26

RAD 4,60+0,98 2

CQ 6,88+1,88

APO 6,87+1,67

RAD+CQ 7,17+1,62 P

RAD+APO 9,12+1,64 ¢

RAD+CQ+APO 12,66+2,06 %©

CQ+APO 6,94+0,48

Panova 0,0001

*Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,05.

b RAD grubundan farkli p<0,05.

°RAD grubundan farkli p<0,0001.

d K grubundan farkli p<0,0001.

¢ RAD + CQ grubundan farkli p<0,0001.
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Sekil 4. 56: Ince Bagirsak Dokusu GSH Seviyeleri (nmol GSH/mg protein), (ortalama =+ standart
sapma).

4.3.11. KAT Aktivitelerine Ait Bulgular

Yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gore gruplarin ince bagirsak KAT
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (Tablo 4.14). K grubu
ile RAD grubunun KAT aktivite degerleri birbiri ile karsilastirildiginda RAD grubunda K
grubuna gore KAT aktivite degerinde anlamli olarak bir azalma oldugu gériilmistiir (p<0,001).
CQ ve APO gruplarmin KAT aktivitelerinin K grubuna gore anlamsiz olarak azaldigi
gozlenirken, RAD+CQ, RAD+APO ve CQ+APO gruplarmin KAT aktivitelerinin K grubuna
gore anlamsiz olarak arttigi ve RAD+CQ+APO grubunun (p<0,05) anlamli olarak arttig
saptanmistir. RAD grubu ile RAD+CQ ve RAD+APO gruplarinin KAT aktiviteleri
karsilagtirildiginda bu gruplarin KAT aktivitelerinde RAD grubuna goére anlamli bir artis
oldugu saptanmistir (p<0,0001). RAD+CQ+APO grubunun KAT aktivitesi ise RAD+CQ
grubuna gore anlamsiz olarak arttig1 bulunmustur. CQ + APO grubunda (p<0,05) ise CQ’ya

gore anlamli bir artig gézlenmistir.
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Tablo 4.14: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak KAT aktivite degerleri.

Gruplar KAT (U/mg protein)*
K 3,28+0,13

RAD 1,37+0,012

CQ 2,96+0,23

APO 2,75+0,61

RAD+CQ 3,73+0,67 °
RAD+APO 3,76+0,61°
RAD+CQ+APO 4,71+0,40°

CQ+APO 3,68+0,45 ¢

Panova 0,0001

* Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,001.

® RAD grubundan farkli p<0,0001.

¢K grubundan farkli p<0,05.
4CQ grubundan farkli p<0,05.
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Sekil 4. 57: ince Bagirsak Dokusu KAT Aktiviteleri (U/mg protein), (ortalama + standart sapma).

4.3.12. SOD Aktivitelerine Ait Bulgular

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz verilere gore gruplarin ince bagirsak SOD degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gozlenmistir (Tablo 4.15). K grubu ile
kiyaslandiklarinda RAD ve APO gruplarina ait SOD aktivitelerinin anlamli olarak azaldigi
saptanmistir (p<0,001). K grubu ile karsilagtirldiginda CQ, RAD+CQ, RAD+APO ve
CQ+APO gruplarina ait SOD aktivitelerinin anlamsiz olarak azaldigi, RAD+CQ+APO grubuna
ait SOD aktivitesinin ise anlamsiz olarak arttigi gorilmiistir. RAD grubu ile RAD+CQ
(p<0,001) ve RAD+APO (p<0,0001) gruplarmin SOD aktiviteleri karsilagtirildiginda bu iki
grubun SOD aktivitelerinde RAD grubuna goére anlamli bir artis oldugu saptanmistir.
RAD+CQ+APO grubuna ait SOD aktivitesi ile RAD+CQ grubu birbiri ile karsilastirildiginda
SOD aktivitesinde anlamsiz bir artis oldugu saptanmigtir. CQ + APO grubunda ise CQ’ya

anlamsiz bir azalis gozlenmistir.



98

Tablo 4.15: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak SOD aktivite degerleri.

Gruplar SOD (U/mg protein)*
K 14,13+1,96

RAD 7,78+1,42%

cQ 12,60+1,87

APO 7,97+1,80°2

RAD+CQ 12,63+1,68 P
RAD+APO 13,46+3,27 ©
RAD+CQ+APO 15,71+3,73

CQ+APO 11,98+1,87

Panova 0,0001

*Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,001.
b RAD grubundan farkli p<0,001.
¢ RAD grubundan farkli p<0,0001.
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Sekil 4. 58: Ince Bagirsak Dokusu SOD Aktiviteleri (U/mg protein), (ortalama + standart sapma)

4.3.13. TNF-a Seviyelerine Ait Bulgular

Ince bagirsak dokularinda yapilan biyokimyasal incelemeler sonucunda elde edilen istatistiksel
verilere gore gruplarin ince bagirsak TNF-a degerleri birbiri ile karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlamh farkliliklar oldugu bulunmustur (Tablo 4.16). K grubu ile kiyaslandiginda
RAD (p<0,0001) ve RAD+CQ (p<0,05) gruplarina ait TNF-o degerlerinin anlamli olarak arttig
saptanmistir. CQ, APO, RAD+APO ve CQ+APO gruplarina ait TNF-a degerlerinin K grubuna
gore anlamsiz olarak arttigit ve RAD+CQ+APO grubunun (p<0,05) TNF-a degerinin ise K
grubuna gore anlamli olarak arttigi saptanmistir. RAD ile kiyaslandiklarinda RAD+CQ
(p<0,01) ve RAD+APO (p<0,0001) gruplarina ait TNF-o degerlerinin anlamli olarak azaldigi
saptanmistir. RAD+CQ grubu ve RAD+CQ+APO grubunun TNF-o degerleri birbiri ile
karsilastirildiginda, RAD+CQ+APO grubunun TNF-a degerinin anlamsiz olarak azaldigi

goriilmiistiir. CQ + APO grubunda ise CQ’ya gore anlamsiz bir artis gézlenmistir.
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Tablo 4.16: Kontrol ve deney grubu siganlarin ince bagirsak TNF-o degerleri.

Gruplar TNF-0 (pg/mg protein)*
K 57,99+3,30

RAD 166,50+24,88

CQ 73,93+23,01

APO 65,11+14,26

RAD+CQ 106,10+18,21 ¢
RAD+APO 63,65+19,90¢
RAD+CQ+APO 65,55+3,20 ¢

CQ+APO 76,14+24,19

Panova 0,0001

* Ortalama + Standart Sapma.

8K grubundan farkli p<0,0001.

b K grubundan farkli p<0,05.

¢ RAD grubundan farkli p<0,01.
9RAD grubundan farkli p<0,0001.
¢K grubundan farkli p<0,05.
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Sekil 4. 59: Ince Bagirsak Dokusu TNF-a Seviyeleri (pg/mg protein), (ortalama + standart sapma).
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TARTISMA VE SONUC

Tiim canlilar yasamlar1 boyunca radyasyona maruz kalirlar. Canli sistemlerde bir dizi hasara
sebep olan radyasyondan ¢ok cesitli alanlarda faydalanilir. Yaygin olarak tipta tan1 ve tedavi
amaciyla kullanilmasinin yanmi sira kayalarin yasmin tespit edilmesi, endiistride kalinlik
Olctimleri, yeni tohum cesitlerinin elde edilmesi, sterilizasyon, elektrik enerjisinin elde
edilmesi, denizalti ve uzay araglarinin hareketinin saglanmasi1 gibi ¢ok cesitli kullanim
alanlarma sahiptir (Ozalpan, 2001). Bu noktada énemli olan radyasyonu dogru doz, siire ve

amag i¢in giivenli sekilde kullanmaktir.

Radyasyonun gesidine gore biyolojik sistemlerdeki etkileri de farklidir. Tyonize radyasyonu
iyonize olmayan radyasyondan ayiran temel 6zellik carptigi maddede yiiklii pargaciklar
(iyonlar) olusturabilmesidir. Iyonizan radyasyonun canli sistemlerde meydana getirdigi
iyonlagsma ve uyarilma sonucunda bir saniyeden kisa siirede meydana gelen erken etkiler veya
giinler, aylar, bazen yillar sonra ortaya ¢ikan geg etkiler gdzlenebilir. Iyonize radyasyonun canli
organizmalar lizerindeki biyolojik etkileri doku tipine, 1s1nlama sekline, doza ve siireye baglh
olarak degisir (Senlik, 2010). Iyonize radyasyon direkt ve indirekt etkiler olusturabilir. Direkt
etki, biyolojik sistemlerdeki atomlarin lizerine dogrudan etki ederek o molekiiliin yapisini
bozarak aktivasyon kaybma ya da fonksiyon degisikligine sebep olur. Indirekt etki ise
organizmanin yapisinda bulunan suyun iyonizasyonu sonucu olusan serbest radikallerin aracilik
etmesiyle olusur (Tahamtan ve dig. 2015). Saglikli organizmalarda serbest radikaller ile
antioksidanlar birbirini dengeler. Serbest radikallerin artmasi sonucu bu dengenin bozulmasi
oksidatif strese sebep olur. ROT olusumu radyasyon maruziyetinden kaynakli hiicre hasarimin
gelismesinde 6nemli rol oynar. Bagta DNA olmak {izere, lipitler ve proteinler iyonize radyasyon

etkisi ile olusmus serbest radikaller tarafindan zarar goriir (Sener ve dig., 2006).

Kanser tedavisinde radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi yontemler 120 yildir basar1 ile uygulanan
en yaygin yontemlerdir (Theis ve dig., 2010). Pelvik radyoterapi alan hastalarin yaklasik
%50’sinin yasamlar1 gastrointestinal yan etkiler yiiziinden olumsuz etkilenmektedir (Stacey ve
Green, 2014). Gastrointestinal sistem hizl1 mitotik aktivitesi sebebiyle viicutta kemik iliginden
sonra radyasyonun etkilerine karsi en hassas olan boliimdiir (Bismar ve Sinicrope, 2002;

Odabas1 ve dig., 2014). Radyoterapinin yol agtig1 gastrointestinal patolojilerin olusumundan
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korunmak veya bu etkileri azaltmak i¢in birgok metot dnerilmistir. Bu yaklasimlardan biri

antioksidanlarin kullanimidir (Stacey ve Green, 2014).

APO, NOX’un en ¢ok kullanilan inhibitdriidiir (Petronio ve dig., 2013). NOX inhibisyonu yolu
ile ROT olusumunu dolayisiyla oksidatif hasar1 azaltarak antioksidan etki gosterir (Tanriverdi
ve dig., 2017; Gimenes ve dig., 2018). Fagositozu etkilemediginden polimorfniikleer
noétrofillerin diger savunma mekanizmalarini engellemez (Stolk ve dig., 1994). Bu nedenle
APO, NOX fonksiyonunun diizenlenmesinde yaygm olarak kullanilmaktadir. Onemli bir
antioksidan olmasinin yani sira APO’nun anti inflamatuvar etkilerini gosteren ¢aligmalar da
bulunmaktadir (Hwang ve dig., 2019; Yang ve dig., 2020). APO’nun radyasyonun sebep oldugu
hasar1 hafiflettigi ¢esitli organlar {izerinde yapilan calismalarda belirlenmistir (Sun ve dig.,

2013; Sener ve dig., 2015).

Son yillarda yapilan ¢alismalar, radyasyonun hiicre boliinmesini duraklatma veya apoptotik
hiicre 6liimiine sebep olmanin yani sira hiicre sag kalimini devam ettiren bir mekanizma olan
otofajiyi uyarabildigini de gostermistir. Bu durum saglikli dokular i¢in bir avantaj olsa da
Ozellikle kanser tedavisinde radyasyonun etkinligini ciddi anlamda azaltmaktadir.
Radyoterapinin amaci kanser hiicrelerini ortadan kaldirmaktir. Iyonize radyasyonun otofajiyi
arttirdigini gosteren bir¢ok arastirma yapilmistir. Radyasyona yanit olarak hiicrelerin otofaji ile
sag kaliminin belirgin bir bicimde artmasi tedaviyi kisitlayan, radyoterapinin etkinligini azaltan
bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Yao ve dig., 2003; Ye ve dig., 2016). Yapilan
caligmalarda otofajinin genetik veya farmakolojik inhibisyonunun kanserli ve normal dokularda
radyasyonun etkilerini arttirdigi gésterilmistir (Wilson ve dig., 2011; Wang ve dig., 2018; Aga
ve dig., 2019; Compter ve dig., 2021). Bu sebeple giderek artan calismalar otofaji
inhibitorlerinin radyoterapiye ek olarak kullanilabilecek bir ilag olabilecegi goriisiinii destekler
niteliktedir (Chen ve dig., 2015; Sehgal ve dig., 2015). Arastirmalar bu inhibitdrlerin tedavideki
basarty1 artirdigint gosterse de bu ikili tedavinin saglikli dokular iizerinde nasil etkileri oldugu

heniiz netlik kazanmis degildir.

CQ uzun yillardir sitma tedavisinde kullanilan bir ilag olmasinin yani sira anti inflamatuvar
etkisi sebebiyle romatoid artrit ve lupus eritematozus tedavisinde de kullanilmaktadir. Kanser
tedavisinde halen en etkili tedavi yontemlerinden biri olan radyoterapinin etkinliginin
azalmasinda otofajinin bir sagkalim mekanizmasi olarak rolii oldugu belirlenmistir. Otofajinin;

meme, prostat ve kolon kanserlerindeki inhibisyonunun bu hiicrelerin radyoterapiye o6liim
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yanitini  arttirdigl  gosterilmistir  (Mathew ve dig., 2007). Otofajiyi inhibe ettiginin
kesfedilmesiyle CQ dikkatleri iizerine ¢ekmis, basta kanser olmak iizere bir¢ok hastaligin
tedavisindeki rolii ¢alisilmig ve CQ’nun tedavide radyoterapinin etkisinin arttirtlmasi igin
kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir (Kim ve dig., 2011; Yuan ve dig., 2015). Sitma tedavisinde
kullanilmasi, uzun dénemde belirgin yan etkilerin gézlenmemesi otofaji inhihibitorleri arasinda
CQ’yu 6n plana ¢ikartmistir (Degtyarev ve dig., 2008; Lu ve dig., 2008). CQ ile muamele edilen
tiimdr hiicrelerinin otofaji yapamadiginda enerjisini tiikketip 6ldiigii ortaya konmustur (Solomon
ve Lee, 2009; Sehgal ve dig., 2015; Pascolo, 2016; Plantone ve Koudriavtseva, 2018). Yapilan
bir calismada CQ’nun otofajiyi inhibe ederek glioblastoma tiimor hiicrelerinin 6lmesini
sagladig1 gosterilmistir. Sonug olarak CQ, tiimdr hiicrelerinin sag kalim mekanizmasini inhibe
ederek hastanin sag kalim siiresini arttirmistir (Koukourakis ve dig., 2016). CQ’nun, otofajiyi
inhibe etmesinin yani sira DNA tamir kapasitesini zayiflattigi, hiicre siklusunu durdurdugu ve
apoptozu tetikledigi de gosterilmistir (Eng ve dig., 2016; Grimaldi ve dig., 2015; Ye ve dig.,
2016).

Son yillarda otofaji inhibitorii olarak ¢okga calisilan CQ’nun en iyi bilinen etkisi antiparaziter
0zelligi olmakla beraber ayn1 zamanda antiviral (Borges ve dig., 2013; Farias ve dig., 2015),
antibakteriyel (Kersh, 2013; Dey ve Bishayi, 2015) ve antifungal (Weber ve dig, 2000) etkilere
de sahip oldugu gosterilmistir Antiviral ve antienflamatuvar 6zellikleri sebebiyle Covid-19’un
semptomik tedavisinde kullanilmistir (Cortegiani ve dig., 2020). Bu durum CQ’nun saglikli

dokular iizerindeki etkilerinin anlagilmasini daha da 6nemli bir hale getirmistir.

Kanser hiicrelerinin radyoterapiye direng¢ gdstermelerinin bir yolu olarak kabul edilen otofajinin
CQ ile inhibe edilmesi, tedaviyi basarili kilan bu kombinasyonun olasi yan etkilerinin
arastirtlmasi ve bu yan etkilerin en aza indirgenmesi i¢in APO’nun bir antioksidan olarak nasil

rol oynayabilecegi bu arastirmanin merak konusudur.

Radyasyonun ince bagirsak iizerindeki toksik etkilerinin arastirildigr bir¢ok ¢alismada gesitli
histolojik hasarlar gozlenmistir. Cagin ve dig. (2016), tek doz 8 Gy radyasyona maruz birakilan
Wistar albino si¢anlarin ince bagirsaginda yaptiklari incelemeler sonucunda radyasyon
grubunda lamina propreada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, mukoza epitelinde hafif
dokiilmeler ve bazi alanlarda kripta hiicre kayiplar1 gozlemislerdir. Ayrica bu ¢alismada PAS
pozitif goblet hiicre sayisinda azalma ve PAS negatif goblet hiicreleri tespit edilmistir.

Radyasyonun ince bagirsak iizerindeki etkilerini arastiran bagka bir ¢aligmada tek doz 8 Gy
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Radyasyon verilmis Wistar albino si¢anlarin ince bagirsagindaki histolojik bulgular,
calismamizda oldugu gibi, Howart ve arkadasalarinin (1996) histolojik hasar kriterleri
uyarlanarak degerlendirilmis, radyasyon grubu siganlarda histolojik hasar derecelerinin artis
gosterdigi belirtilmistir. Bu c¢aligmada gozlenen en belirgin hasar lamina propreada
inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, kisalmis ve kalinlagmis villuslar, apoptotik cisimciklerdir
(Khayyal ve dig., 2019). Baska bir arastirmada ise tek doz 10 Gy radyasyon verilmis Wistar
albino si¢anlarda yine Howart ve arkadasalarinin (1996) kriterlerine gore histolojik hasar
degerlendirilmis, radyasyon grubu sicanlarin ince bagirsak dokusunda villuslarin fiizyonu,
villus kaybi, lamina propreada siddetli eozinofil ve notrofil reaksiyonu, belirgin niiklear
degisimler izlenmis ve vaskular duvarlarda fibrinoid degisimlerin siddetinin K grubuna gore
arttig1 gosterilmistir (Piskin ve dig., 2018). Kim ve dig.’nin (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada
sigan ince bagirsaginin epitel hiicre kiiltiirtine (IEC-6) ve farelere uygulanan 12 Gy radyasyonun
kripta sayisinda azalmaya ve villuslarin boylarinda kisalmaya sebep oldugu gosterilmistir.
Bagka bir aragtirmada 5 giin boyunca giinde 7,5 Gy radyasyon verilen siganlarin ince
bagirsaginda kripta yapisinda belirgin kayiplar, villuslarda siklikla epiteliyal atrofi, villus
dejenerasyonu ve kisalmasi, lamina propreada inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gosterilmistir
(Fernandez-Gil ve dig., 2017). Eltahawy ve dig.’nin (2016) yaptigi ¢alismada ise 4 hafta siireyle
haftada bir 2 Gy olmak {izere toplam 8 Gy radyasyon verilen Wistar albino siganlarin ince
bagirsaginda yapilan histolojik incelemelerde radyasyon grubunda dejenere kripta bolgeleri,
kripta bezlerinin azalmasi, farklilasmamis (salgi graniilii igermeyen) kolon epitel hiicreleri ve
villus atrofisi gbzlenmistir. Bir diger arastirmada 5 Gy radyasyon verilen Wistar albino
sicanlarin ince bagirsaginda villus sayisinda ve yiiksekliginde azalma, kripta hiicrelerinin

sayisinda azalma, epiteliyal ve goblet hiicrelerinde hasar gézlenmistir (Akpolat dig., 2009).

Cesitli aragtirmalar sicanlara yalnizca APO uygulamasinin ince bagirsak histolojisinde belirgin
bir degisime sebep olmadigimi histolojik goriinlimlerinin K grubuna benzer oldugunu
gostermistir. 8 Gy tek doz radyasyona maruz birakilan siganlarda inflamatuvar hiicre
infiltrasyonu, mukoza epitelinde hafif dokiilmeler, baz1 alanlarda kripta kayb1 gibi histolojik
hasarlar tespit edilmis, radyasyon verilmeden 6nce APO uygulanan kombine grupta, APO’nun
radyasyonun olusturdugu hasara karsi histolojik hasar derecelerini azalttigi gozlenmistir.
Ayrica bu ¢alisgmada APO ile kombine grubun PAS pozitif goblet hiicre sayisinda radyasyon
verilen gruba gore bir artig tespit edilmistir (Cagin ve dig., 2016). Deng ve dig.’nin (2016)

yaptig1 bir ¢calismada akut pankreatitis ile iligkili ince bagirsak mukozal bariyer hasarinda,
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hasardan 30 dakika 6nce femoral venden verilen 50 mg/kg APO’nun etkileri arastirilmis, hasarl
grupta gozlenen 6dem, nekroz ve inflamatuvar hiicre infiltrasyonu gibi histolojik bulgularin,
APQ ile kombine edilen grupta belirgin bir sekilde azaldigi gézlenmistir (Deng ve dig., 2016).
Bagka bir ¢alismada deneysel inflamatuvar bagirsak hastalig (iilseratif kolit, Chron hastaligi)
olusturulan siganlarda kisalmis villuslar, inflamatuvar hiicre infiltrasyonu, epiteliyal kayiplar,
nekroz gibi histolojik hasarlar gézlenmis, 50 mg/kg/giin APO uygulanan kombine gruplarda bu
histolojik hasarlarin derecelerinin azaldigi gosterilmistir. Ayrica bu calismada hasar grubu
siganlarin ince bagirsaginin villus ve kriptalarinda PAS pozitif goblet hiicre sayisinda azalma,
APO ile kombine edilen grubda artis tespit edilmistir (Xie ve dig., 2014). Abdelrahman ve dig.
(2005), i¢ kanamaya bagli sok sonucu gelisen organ hasarlarinda APO’nun histolojik olarak
etkilerini incelemisler ve 3mg/kg APO’yu intraperitonel olarak uyguladiklari gruplarda akciger,

karaciger ve ince bagirsaktaki histolojik hasarin diizeldigini gostermislerdir.

Wang ve dig.’nin (2019) yaptig1 bir ¢alismada inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulan
farelerde ortaya ¢ikan histolojik hasar derecelerinin, 1-6. giinler arasinda 60 mg/kg/giin CQ
uygulanan kombine grupta azaldigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada CQ grubu siganlarin ince
bagirsak histolojisinin K grubuna benzer oldugu ortaya konmustur (Wang ve dig., 2019). Baska
bir calismada deoksinivalenol diyeti yaptirilan domuzlarda meydana gelen ince bagirsak
hasarin1 CQ’nun 6nemli dl¢iide 6nledigi ortaya konmustur. Bu ¢alismada ileum ve jejenumda
villus boyu, kripta derinligi, duvar kalinligi, goblet hiicresi ve lenfosit sayisindaki degisimler

histolojik olarak degerlendirilmistir (Liao ve dig., 2020).

Yaptigimiz ¢alismada histolojik hasar skoru belirlenirken onceki ¢alismalara benzer hasar
parametreleri kullanilmigtir. Calismamizda RAD grubuna ait bireylerin ince bagirsak
dokusunun histolojik hasar goriiniimii, K grubu bireylerle karsilastirildiginda anlamli bir artig
belirlenmistir. APO, CQ ve CQ+APO gruplarinda K grubuna benzer olarak saglikli ince
bagirsak dokusunun histolojik goriiniimii gézlenmistir. RAD+CQ grubunda gozlenen hasar
RAD grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide hafiftir ve gruplar karsilastirildiginda anlamli farklilik
belirlenmistir. RAD+APO grubunun histolojik hasar derecesi RAD grubuna gore,
RAD+CQ+APO grubunun histolojik hasar derecesi ise RAD+CQ grubuna gore istatistiksel
olarak anlaml1 bir azalma gostermistir. Histolojik incelemelerimizin sonucunda, RAD’dan 6nce
verilen CQ ve APO’nun, tek baslarina ve birlikte ince bagirsak dokusunda RAD kaynakli
olusan histolojik hasar1 6nemli dl¢iide azalttig1 ortaya konmustur. RAD, CQ ve APO’nun tek
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baslarma ve ikili gruplar olarak etkileri literatiirdeki ¢alismalara benzerdir. RAD, CQ ve

APO’nun Gi¢lii kombinasyonu ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamais ve ilk kez ¢aligilmistir.

PAS reaksiyonu dokuda karbonhidratlarin yeri ve miktarmin belirlenmesinde kullanilan
histolojik bir yontemdir (Bancroft ve Stevens, 1982). Saglikli siganlarin ince bagirsagindaki
absorptif hiicreler apikal yilizeylerinde ¢izgili kenar1 igerirler. Bu hiicrelerin arasinda yer alan
goblet hiicreleri ise, mukus salgilayan hiicrelerdir. Goblet hiicreleri ve ¢izgili kenar igeren
hiicreler histokimyasal olarak PAS reaksiyonu ile net bir sekilde gdzlemlenir. Iyonizan
radyasyon ince bagirsaktaki glikokaliks yapisinin bozulmasina sebep olur (McArdle ve dig.,
1986). Yapilan bir arastirmada radyasyona maruz birakilan siganlara ait ince bagirsak
dokularinda goblet hiicre sayisinda dramatik bir diisiis gézlemlenmistir. Ayrica bu ¢alismada

cizgili kenarin tamamen yok oldugunu gosterilmistir (Kanter ve dig., 2008).

Bizim ¢alismamizda da literatiirlerle uyumlu olarak RAD ve RAD+CQ gruplarinda absorptif
hiicrelerin ¢izgili kenardaki PAS pozitif reaksiyon siddetinde ve PAS pozitif reaksiyon veren
goblet hiicre sayisinda K grubuna gore belirgin bir azalma gozlenmistir. Ayrica bu gruplarda
cizgili kenarlarin hemen {iizerinde ve villuslar arasi alanda siddetli PAS pozitif reaksiyon
gozlenmistir. RAD+APO ve RAD+CQ+APO gruplarinda PAS ile boyanan goblet
hiicrelerindeki artisin  yani1 sira  absorptif hiicrelerin ¢izgili kenarlarindaki boyanma
siddetlerinde de RAD ve RAD+CQ gruplarina kiyasla 6nemli 6l¢iide artig belirlenmistir. Ayrica
bu gruplarda villuslarin arasinda ve ¢izgili kenarlarin ist kisminda gozlenen boyanma
siddetinde de 6nemli 6l¢iide azalmalar tespit edilmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, APO’nun
antioksidan ve antiinflamatuvar etkileri sayesinde tiim histolojik hasar parametrelerinde

koruyucu etkileri oldugunu sdyleyebiliriz.

PCNA, DNA replikasyonunda rol oynayan bir proteindir (Tsurimoto, 1999). Uzun yillardir
PCNA ekspresyonunun belirlenmesinde monoklonal PCNA antikorlar1 yaygin olarak
kullanilmaktadir. Radyasyonun proliferasyonu azalttigt uzun yillardir yapilan gesitli
aragtirmalarda gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada siganlara verilen 14 Gy radyasyonun ince
bagirsakta ve uygulanan 10 Gy radyasyonun si¢an ince bagirsaginin epitel hiicre kiiltiirtinde
(IEC-6) PCNA pozitif hiicre sayisin1 6nemli dl¢iide azalttigi gosterilmistir (Luo ve dig., 2020).
Bagka bir calismada sigan ince bagirsaginin epitel hiicre kiiltiiriine (IEC-6) ve farelere
uygulanan 12 Gy radyasyonun proliferasyonu azalttigi ¢esitli yontemler (BrDU-ihc, Ki67-
immiinfloresans) ile ortaya konmustur (Kim ve dig., 2018). Stansborough ve dig. (2017),
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yaptiklar1 bir ¢alismada her hafta 3 x 2,5 Gy olacak sekilde 6 hafta boyunca radyasyona maruz
birakilmis siyah Agouti sicanlarin ince bagirsaginda proliferasyonun kontol grubu siganlara
gore onemli Ol¢iide azaldigini gostermislerdir. Bagka bir arastirmada 5 giin boyunca giinde 7,5
Gy radyasyon verilen siganlarin ince bagirsaginda proliferasyonun belirgin bigimde azaldig
gosterilmistir (Fernandez-Gil ve dig., 2017). Caz ve dig.’nin (2015) yaptiklari bir ¢alismada 3.
ve 4. giinlerde 6 Gy radyasyona maruz birakilan siganlarin ince bagirsak PCNA seviyelerinde
onemli 6l¢iide azalma gozlenmistir. Ayrica kolonik adenokarsinoma ve hepatoma grubu
siganlara uygulanan radyasyonun da proliferasyonu azalttigi ortaya konmustur (Caz ve dig.,
2015). Bir diger ¢alismada si¢anlar tek doz 20 Gy ve 27 Gy radyasyona maruz birakilmis, ince
bagirsaklarinda proliferasyonun K grubuna gore 6nemli 6l¢iide azaldigi gosterilmistir (Lacavé-
Lapalun ve dig., 2014). Wang ve dig., (2019), 12 Gy radyasyon uyguladiklari farelerin ince

bagirsaginda proliferasyonun 6nemli 6l¢iide azaldig1 gostemislerdir.

Koéroglu ve dig.’nin (2019) yaptiklar1 bir calismada, sisplatinin sican testisi lizerine olan toksik
etkilerine karst APO’nun etkileri incelenmis, 5 giin boyunca oral yolla 25 mg/kg APO
uygulanan siganlarin testisinde sisplatin ile azalan PCNA pozitif hiicre sayisinin anlaml
bicimde arttigi gozlemlenmistir. Baska bir c¢alismada sicanlarda yiiksek yagli diyet ile
olusturulan obezitenin PCNA pozitif hiicre sayisinda azalmaya sebep oldugu, orogastrik gavaj
ile 25 mg/kg APO’nun uygulanmasi sonucu proliferatif hiicre sayisinda K grubuna benzer bir
artis oldugu gozlenmistir (Hersek, 2019). Yapilan bu calismalarda, APO’nun ¢esitli hasarlar
sonucu azalan proliferasyonu arttirarak saglikli dokulara benzer diizeyde proliferasyonun

dengesini korudugu belirlenmistir.

CQ’nun antiproliferatif etkiler gosterdigine dair ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir. Eng ve
dig.’nin (2016) yaptiklar bir ¢alismada, CQ’nun sicanda deneysel olarak olusturulan sarkoma
tizerinde proliferasyonu azalttigi gosterilmistir. Long ve dig.’nin (2013) yaptig1 bir calismada
sicanlarda pulmoner arter hipertansiyonunun proliferasyonu artirdig, 21 giin boyunca 50 mg/kg
CQ ile kombine edilen grupta ise artan proliferasyonun énemli dl¢lide azaldig1 gézlenmistir.
Insan glioblastoma hiicre kiiltiiriinde (U87) CQ’nun radyoterapinin etkinligi {izerindeki etkileri
arastirilmis ve CQ hiicre sagkaliminin azalmasina, G1/G0 hiicre siklusu duraksamasina ve
hasarli DNA’nin tamirinin zayiflamasina neden olmustur. Radyasyon ve CQ’nun glioblastoma
tiimor hiicrelerinin say1 ve ¢apinda azalmaya sinerjistik olarak etki ettigi ortaya konmustur (Ye

ve dig., 2016).
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Literattirdeki ¢alismalara benzer olarak yaptigimiz ¢alismada tek doz 8 Gy radyasyona maruz
birakilan tiim gruplarin sigan ince bagirsaginda PCNA pozitif hiicre sayisinin K grubu ile
kiyaslandiginda anlamli olarak azaldigin1 gozlemledik. RAD grubuyla kiyasladigimizda,
RAD+CQ grubunda anlamli olmayan, RAD+APO grubunda istatistiksel olarak anlaml1 bir artig
gozlemledik. RAD+CQ+APO grubunda ise RAD+CQ grubuna gore anlamli bir artis saptadik.
Sonug olarak RAD’1n antiproliferatif etkileri oldugunu APO’nun ise RAD ve RAD+CQ ile
verildiginde proliferasyonu arttirdigini gozlemledik. RAD ile birlikte verilen CQ’nin ise

anlamsiz da olsa proliferasyonun derecesini azalttigini tespit ettik.

LC3 II miktarinin hiicredeki artisi, otofagozomlarin olusumuna isaret eder ve bu sebeple
otofajinin belirteci olarak kullanilir. LC3 II otofajinin otofagozom lizozom birlesmesi veya
lizozomal degredasyon basamagi gibi gec¢ evrelerinin inhibisyonu sonucunda hiicrede
birikebilir. Otofagozomun spesifik kargo proteini p62 (SQSTMI1) hiicrede transfer 6ncesi
birikir ve lizozomal degredasyon tamamlandiginda miktar1 azalir. Fakat lizozomal degredasyon
gerceklesmezse p62 hiicrede birikir (Klionsky ve dig., 2016). Yapilan bir aragtirmada 30 Gy
radyasyon uygulanan sicanlarin bukkal mukozasinda ve 20 Gy radyasyon uygulanan in vitro
insan Keratinosit ve HaCaT kiiltirinde LC3 1II, p62 ve Beclin-1 seviyelerinin arttigi
gosterilmistir (Kim ve dig., 2020). Ayrica bagka bir ¢aligmada fare ince bagirsagi ve sican
derisinde 12 ve 20 Gy radyasyonun otofajiye sebep oldugu ve bu otofajik yolagin p62
proteininin yonlendirmesini i¢erdigi gosterilmistir (Wang ve dig., 2019). Sprague Dawley
sicanlarda 50 ve 100 mg/kg intravendz (i.v.) verilen graphen oksit sonucu akcigerde meydana
gelen otofajik degisimleri incelemek i¢in yapilan bir ¢alismada LC3 I /LC3 II oran1 ve p62
seviyelerinin CQ ile kombine grupta anlamli bir sekilde arttig1 belirlenmistir (Zhang ve dig.,
2021). Yapilan bir baska ¢alismada insan deri hiicre kiiltiirinde UV radyasyonun etkileri
incelenmis LC3 II, p62 ve LAMP1 seviyelerinde artig oldugu gosterilmistir. Ayrica bu artigin
otofaji inhibisyonu ile iligkili degisimler oldugu ifade edilmistir (Lamore ve Wondrak, 2012).
Endo ve dig.’nin (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada saglikli insan dermal fibroblast kiiltiiriinde,
UV radyasyonun etkileri aragtirilmig, radyasyon uygulanan hiicrelerde LC3 II, p62 ve LAMPI
seviyelerinde artis gézlenmistir. Ayni ¢alismada HCQ’nun etkileri arastirilmis; tek basina ve
UV radyasyon ile kombinasyonunda CQ’nun LC3 II, p62 ve LAMP1 seviyelerinde artisa sebep

oldugu ortaya konmustur.
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Leptinin sigan kardiyomiyositlerin kasilma fonksiyonu iizerine etkilerinin arastirildigi bir
calismada leptin verilen grupta LC3 II ve Beclin 1 anlamli bir bi¢imde azaldigi leptin
perfiizyonundan 30 dakika once verilen 100 uM APO’nun ise LC3 |1 ve Beclin 1 seviyelerinde
anlamli bir artiga sebep oldugu ortaya konmustur (Luo ve dig., 2016). Lu ve dig. nin yaptig1 bir
calismada (2015) neonatal sican beyninde iskemiye bagli artan LC31II / LC3I oranim1 iskemi
oncesinde verilen APO’nun etkili bir sekilde azalttigi ortaya konmustur. Kolon kanseri
(HCT116) hiicre kiiltiiriinde fotodinamik terapinin aragtirildigi bir c¢alismada 20puM CQ
uygulamasinin LC3 II, Atg7 ve Beclinl seviyelerini arttirdigt BCL-2 ve p62 seviyelerini
azalttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada kolon kanseri hiicrelerinde CQ’nun otofajiyi inhibe ederek
apoptozu arttirdigi sonucuna vartlmistir (Ouyang ve dig, 2018). In vitro (U20S ve Hela
hiicreleri) ve in vivo (fare ince bagirsak ve bobrek dokusu) olarak yiiriitiilen bir ¢alismada,
otofajinin ge¢ basamak inhibitorlerinden CQ ve bafilomisin A1’in otofajik siireci incelenmis;
CQ verilen hiicrelerde K grubuna gore LC3 II, p62 ve LAMP2 seviyelerinin arttigi
gbzlenmistir. Ayrica bu calismada pH’1 arttirarak, lizozomal degredasyonu inhibe ettigi
diistiniilen CQ ve bafilomisin A1’in rolleri arastirilmig, bafilomisinin beklendigi gibi lizozomal
degredasyonu inhibe ettigi, CQ’nun ise otofajiyi, otofagozom ve lizozom kaynasmasi
basamaginda inhibe ettigi, degredaysonda herhangi bir rolii olmadig1 yapilan cift floresan
incelemeler ile ortaya konmustur (Mauthe ve dig., 2018). Insan glioblastoma hiicre kiiltiiriinde
(U87) CQ’nun radyoterapinin basarisi tizerindeki etkileri arastirilmig, kombinasyonlar, RAD

grubuna gore LC3 II seviyelerinde artisa neden olmustur (Ye ve dig., 2016).

Yaptigimiz ¢alismanin sonucunda elde ettigimiz istatistiksel verilere gére K grubu ile
kiyaslandiklarinda RAD verilen gruplarin ince bagirsak dokularinda p62 seviyelerinde anlaml
bir artig belirledik. RAD grubu ile karsilagtirdigimizda, RAD+CQ grubunda anlamsiz bir artis,
RAD+APO grubunda anlamli bir azalis gozlemledik. RAD+CQ+APO grubunda ise RAD+CQ
grubuna gore anlamli bir azalma saptadik. LC3 II seviyelerinde ise K grubu ile
kiyaslandiklarinda RAD verilen gruplarda anlamli bir artis belirledik. RAD+CQ grubunda
RAD grubuna gore anlamli bir artis gozlenirken, RAD+APO grubunda anlamsiz bir azalig
gozlemledik. RAD+CQ+APO grubunda ise RAD+CQ grubuna gore anlamli bir azalig saptadik.
LAMP 2 seviyelerinde ise K grubu ile kiyaslandiklarinda RAD ve RAD+CQ gruplarinda
anlamli, RAD+APO ve RAD+CQ+APO gruplarinda anlamsiz bir artis belirledik. RAD+CQ
grubunda RAD grubuna gore anlamsiz bir artis gozlenirken, RAD+APO grubunda RAD
grubuna gore anlamli bir azalis gézlemledik. RAD+CQ+APO grubunda ise RAD+CQ grubuna
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gore anlamh bir azalis saptadik. Bu sonuglardan yola ¢ikarak RAD’in p62 ve LAMP 2
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisa sebep oldugunu, APO’nun ise bu seviyeleri
anlaml1 bir bicimde azalttigini sdyleyebiliriz. RAD ile CQ verildiginde ise anlamsiz da olsa p62
ve LAMP 2 seviyelerinde artis gozlemledik. LC3 1II seviyelerine bakildiginda ise RAD ve
CQ’nun istatistiksel olarak anlamli artisa sebep oldugunu, RAD ile verilen APO’nun ise
istatistiksel olarak anlamsiz da olsa bir azalis gosterdigini tespit ettik. Yapilan oOnceki
calismalara dayanilarak RAD grubundaki bu artiglarin sebebinin hiicresel strese bir yanit olarak
otofajinin aktive olmasi ile iligkili olabilecegini soyleyebiliriz. APO ise hiicresel stresi
diistirerek otofajinin seviyelerinde azalmaya sebep olmus olabilir. CQ ile kombine gruplarda
gbzlenen artig ise otofajinin ge¢ basamaginin inhibisyonu ile iligkili lizozomal inhibisyon

sebebiyle ara basamakta otofagozom ve lizozomlarin birikiminden kaynaklaniyor olabilir.

Radyasyona maruz kalma BCL-2 konsantrasyonlarini diisiirerek mitokondriyal komplekslerin
aktivitesinin azalmasina yol agar. Antiapoptotik BCL-2 proteininin diisiik seviyeleri, sitokrom
c gibi apoptojenik proteinlerin mitokondriden sitozole salinmasini kolaylastirir ve boylelikle
apoptotik kaskadi baslatir. Apoptotik yolaklarin aktivasyonu kaspaz ailesi enzimlerini i¢eren
bir siirectir. Hem i¢ hem de dis yolagin geri doniisiimsiiz basamagi kaspaz-3 enziminin
aktivasyonunu icerdiginden, kaspaz-3 enzimi apoptozun varligini gostermek icin en sik
kullanilan belirteclerden biridir (Ortiz ve dig., 2015). Yapilan bir arastirmada 5 giin boyunca
ginde 7,5 Gy radyasyon verilen siganlarin ince bagirsaginda BCL-2 seviyelerinin anlamli
Olclide azaldigr gosterilmistir (Fernandez-Gil ve dig., 2017). Baska bir arastirmada, Wistar
albino cinsi sicanlara tek doz 8 Gy radyasyon verilmis ve BCL-2 seviyelerinin anlamli bigimde
azaldig1 gozlenmistir (Khayyal ve dig., 2019). Kim ve dig.’nin (2018) yaptig1 bir ¢alismada
sigan ince bagirsaginin epitel hiicre kiiltiiriine (IEC-6) ve farelere 12 Gy radyasyon uygulamasi
sonucunda, ince bagirsakta TUNEL pozitif hiicre sayisinin anlamli bi¢gimde arttig1 gézlenmistir.
Erbil ve dig. (2005), Wistar albino cinsi si¢anlara tek doz 10 Gy radyasyon uygulanmasi
sonucunda, ince bagirsakta kaspaz-3 seviyelerinin anlamli bigimde arttigini gostermislerdir.
Stansborough ve dig. (2017) yaptiklar1 bir calismada her hafta 3 x 2,5 Gy olacak sekilde 6 hafta
boyunca radyasyona maruz birakilmis siyah Agouti si¢anlarin ince bagirsaginda kaspaz-3
pozitif hiicre sayisinin kontol grubu sicanlara gére 6nemli dl¢iide arttigini gostermislerdir.

8 Gy radyasyona maruz birakilan Wistar albino si¢anlarin ince bagirsaginda

immiinohistokimyasal olarak belirlenen % kaspaz-3 pozitif hiicre indeksinde bir artis
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gozlenirken, radyasyondan énce APO uygulanan kombine grupta % kaspaz-3 pozitif hiicre
indeksinde anlamli bir azalma gozlenmistir. APO grubunun % kaspaz-3 pozitif hiicre
indeksinde ise K grubuna gore anlamli azalma tespit edilmistir (Cagin ve dig., 2016). Yapilan
baska bir arastirmada inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulan siganlarda ROT ve NOX
artisina bagl olarak apoptozun arttigi goézlenmis, 12 hafta 50 mg/kg/giin APO uygulanan
kombine grupta apoptozun azaldigi gosterilmistir (Xie ve dig., 2014). Antineoplastik
potansiyeli  yiiksek olan sisplatinin  Wistar albino disi sigan karacigerinde,
immiinohistokimyasal olarak belirlenen % kaspaz-3 pozitif hiicre indeksinde K grubuna gore
azalmaya, APO uygulanan kombine grupta ise artisa neden oldugu gozlenmistir. (Cagin ve dig.,
2015). Kanser ve bir¢ok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilan metotreksatin Wistar
albino sican testisinde arttirdig1 apoptozu 4 hafta boyunca her giin i.p. yolla verilen 50 mg/kg
APO’nun azalttigi gosterilmistir (Kavram, 2016). Sisplatinin sigan testisi {izerine olan toksik
etkilerine karst APO’nun olast koruyucu roliiniin arastirildigi bir ¢aligmada sisplatin verilen
grubun TUNEL pozitif hiicre sayisinin arttig1, hasar sonras1 5 giin boyunca her giin oral yolla
verilen 25 mg/kg APO’nun ise TUNEL pozitif hiicre sayisini azalttig1 belirlenmistir (Koroglu
ve dig., 2019). Kolon kanseri (HCT116) hiicre kiiltiiriinde, fotodinamik terapinin aragtirildigi
bir ¢alismada, 20pM CQ uygulamasinin kaspaz-3, Bax ve PARP seviyelerini arttirdigit BCL-2
seviyelerini azalttig1 gdsterilmistir (Xiong ve dig., 2017). Insan glioblastoma hiicre kiiltiiriinde
(U87) CQ’nun radyoterapinin etkinligi tizerindeki sonuglar1 arastirilmig, bu arastirma
sonucunda CQ’nun kaspaz-3 seviyelerini artirdigi, BCL-2 seviyelerini ise azalttig
belirlenmistir (Ye ve dig., 2016). Helmy ve dig. (2018), karaciger kanser modeli olusturduklari
Sprague Dawley siganlarda CQ’nun TRAIL/TRAILR2 apoptotik yolagi tizerindeki etkilerini
aragtirmiglar ve kanserli sicanlarda azalan kaspaz-3, 8, 9 mRNA ekspresyonlarinin CQ
uygulamasi sonucu 6nemli olgiide arttigini, artan BCL-2 seviyelerinin ise anlamli sekilde
azaldigin1 gostermislerdir. Chen ve dig.’nin (2006) yaptiklar1 calismada Sprague Dawley
sicanlarda total hepatik iskemi reperfiizyonu sonucu ince bagirsagindaki apoptotik indeks
belirlenmis ve iskemi grubunda artan apoptozun CQ verilen grupta anlamli bir bigimde azaldigi
belirlenmistir. Wistar albino si¢anlarin kalplerinde olusturulan iskemi reperfiizyonun 1 saat
oncesinde verilen 10 mg/kg CQ’nun, kaspaz-3 seviyeleri tizerindeki etkileri incelendiginde

hasar grubuna gore anlamsiz bir azalma meydana geldigi gozlenmistir (Xiao ve dig, 2018).

Calismamiz sonucunda elde ettigimiz istatistiksel verilere gore K grubu ile kiyaslandiklarinda
RAD, RAD+CQ, RAD+APO, RAD+CQ+APO ve CQ+APO gruplarinin ince bagirsak
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dokularinda kaspaz-3 seviyelerinde anlamli, CQ grubunda ise anlamsiz bir artis belirledik.
RAD+CQ grubunda RAD grubu ile benzer seviyeler gézlemlerken, RAD+APO grubunda RAD
grubuna gore anlamsiz bir azalis gozlemledik. RAD+CQ+APO grubunda ise RAD+CQ
grubuna gore anlamsiz bir azalma saptadik. BCL-2 seviyelerinde K grubu ile kiyaslandiklarinda
RAD grubunda anlamli, CQ ve RAD+CQ gruplarindaki anlamsiz bir azalma belirledik.
RAD+APO, RAD+CQ+APO ve CQ+APO gruplar1 K grubu ile kiyaslandiklarinda ise BCL-2
seviyelerinde anlamli, APO grubunda ise anlamsiz bir artig belirledik. RAD+CQ grubunda
RAD grubu ile benzer seviyeler gozlemlerken, RAD+APO grubunda RAD grubuna gore
anlaml bir artis gézlemledik. RAD+CQ+APO grubunda ise RAD+CQ grubuna gore anlamli
bir artis saptadik. Bu sonuglardan yola ¢ikarak literatiirle uyumlu olarak RAD’in kaspaz-3
seviyelerini arttirdigint BCL-2 seviyelerini azalttigini, RAD ile verilen CQ’nun ise bu seviyeler
tizerinde onemli bir degisime sebep olmadigint sdyleyebiliriz. APO’nun ise RAD’mn sebep
oldugu kaspaz-3 seviyelerindeki artis1 ve BCL-2 seviyelerindeki azalmayi istatistiksel olarak

anlamli bir sekilde geri dondiirerek koruyucu etki gosterdigini sdyleyebiliriz.

MPO, nitrik oksit metabolizmasinda, nitrit ve nitrat peroksidasyonunda 6nemli rol oynar.
Oksidatif stres seviyelerinin ve antioksidan kapasitenin azalmasinin belirlemesinde kullanilan
bir enzimdir. Yapilan bir caligmada Wistar albino cinsi siganlara uygulanan RAD’m ince
bagirsak MPO seviyelerini anlamli bigimde arttirdig1 gozlenmistir (Erbil ve dig., 2005; Khayyal
ve dig., 2019). Basgka bir ¢alismada, ince bagirsak hiicre kiiltiiriinde (IEC-6) 10 Gy RAD’a
maruz birakilan hiicrelerin MPO seviyelerinde anlamli dlglide artis belirlenmistir (Zhang ve

dig., 2021).

Metotreksatin sican testisinde arttirdigit MPO seviyelerini 4 hafta boyunca her giin i.p. yolla
verilen 50 mg/kg APO’nun azalttign gosterilmistir (Kavram, 2016). Baska bir ¢alismada
sicanlarda yiiksek yagl diyet ile olusturulan obezitenin MPO aktivitesinde artisa sebep oldugu,
25 mg/kg APO’nun 4 hafta boyunca haftada 5 giin uygulanmasi sonucu MPO aktivitesinde
onemli Ol¢lide azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Hersek, 2019). Wang ve dig.’nin yaptig1
bir ¢alismada (2019) inflamatuvar bagirsak hastaligi (iilseratif kolit, Crohn hastaligi)
olusturulan farelerde artan MPO aktivite ve seviyelerinin 1-6. gilinler 60 mg/kg/giin CQ
uygulanan kombine grupta azaldigi gosterilmistir. Zhang ve dig.’nin (2021) yaptigi bir
caligmada farelerin iskemi reperfiizyon ile olusturulan beyin hasarindan 6nce 3 hafta boyunca

uygulanan CQ’nun MPO aktivitesini azalttigi gosterilmistir.
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Ince bagirsak dokularinda yaptigimiz biyokimyasal incelemeler sonucunda K grubuna gére
RAD, RAD+CQ, RAD+APO, RAD+CQ+APO, CQ+APO gruplarindaki MPO seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlemledik. Istatistiksel olarak anlamsiz da olsa, RAD
grubuna gére RAD+CQ grubunun MPO seviyelerinde artis, RAD+APO grubunda ise azalma
belirledik. RAD+CQ+APO grubunda RAD + CQ grubuna gére MPO seviyelerinde azalma
saptadik. Bu sonuclardan yola ¢ikarak literatiirdeki bilgilere benzer sekilde RAD’in MPO
seviyelerini anlamli olarak arttirdigin1 ve CQ’nun ise MPO seviyelerini anlamsiz arttirdigini,

APO’nun ise MPO seviyelerindeki artis1 anlamsiz da olsa azalttigini sdyleyebiliriz.

Iyonlastirici radyasyon tarafindan iiretilen serbest radikaller NOX lar, lipoksijenazlar (LOX),
nitrik oksit sentaz (NOS) ve siklooksijenazlar (COX) dahil olmak iizere ¢esitli enzimlerin
tiretimini arttirabilir. Bu enzimler hiicrelerde, dokularda ve organlarda belirli sekillerde ifade
edilir (Wei ve dig., 2019). NOX membrana bagl bir oksidorediiktazdir ve elektronlari
NADPH'den oksijen molekiillerine aktarabilir (Drummond ve dig., 2011). Bu enzim,
elektronlari plazma zar1 boyunca transfer etme, Oz gibi ROT lar1 olusturma yetenegine sahiptir.
Ancak NOX ailesinin bireysel lyelerinin doku dagilimi ve aktivasyon mekanizmalari
farkliliklar gosterebilir (Bedard ve Krause, 2007). NOX enzimleri, dogrudan iginlanmig
hiicreler ve ¢evre hiicrelerde, akut ve kronik oksidatif stresde anahtar rol oynar (Mortezaee ve
dig., 2019). NADPH oksidaz 1'in (NOX1) gastrointestinal kanalda yiiksek oranda eksprese
edildigi gosterilmis olmasina ragmen, bu enzimin fizyolojik ve patofizyolojik rolleri heniiz tam
olarak anlagilmamistir (Yasuda ve dig., 2012). NOX baslangicta fagositlerde 6nemli bir ROT
kaynagi olarak tanimlanmis ve son zamanlarda hiicresel sinyallemede 6nemli bir rol oynadig:
gosterilmistir (Cakir ve Ballinger, 2005). NOX'un, sirasiyla enzimin fagositik ve fagositik
olmayan formlari olan NOX1 ve NOX2 gibi ¢ok sayida homologu tanimlanmistir (Quinn ve
dig., 2006). NOX1'in yakin zamanda hipertansiyon (Matsuno ve dig., 2005), inflamatuvar agri
(Ibi ve dig., 2008) ve karaciger fibrozunun (Daniele ve dig., 2001; Rokutan ve dig., 2006)
patogenezinde rol oynadigi gosterilmistir. Ayrica NOX1’in, gastrointestinal sistemde yiiksek
oranda eksprese edildigi ve inflamatuvar yanitlarda rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (Rokutan ve
dig., 2006; Kamizato ve dig., 2009). Yapilan bir arastirmada NOXIl'e 6zgli inhibitoriin,
radyasyona bagli kollajen birikimini ve endotel hiicrelerinde fibroblastik degisiklikleri
siirlayabildigini ve boylece radyasyonun neden oldugu pulmoner fibrozu hafiflettigini, ayrica
NOXI1 inhibisyonundan sonra ROT {iretiminin 6nemli dl¢iide azaldigini bildirilmistir (Zhang

ve dig., 2021). Datta ve dig. (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada mitokondriyal disfonksiyonun ve
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NOX1 ile NOX2 aktivitesini igeren artmis NADPH oksidazin bagirsak epitel hiicrelerinde
radyasyona bagl siirekli oksidatif stres igin ana faktorler oldugunu dogrulamislardir. Yapilan
calismalarda radyasyona maruz birakilan Wistar albino siganlarda NOX aktivitesinde artis

gozlemlenmistir (Aryafar ve dig., 2020).

Yapilan bir ¢alismada si¢anlarda yiiksek yaglh diyet ile olusturulan obezitenin NOX-2 pozitif
hiicrelerde artisa, 25 mg/kg APO’nun 4 hafta boyunca haftada 5 giin uygulanmasinin ise
azalmaya neden oldugu gozlenmistir (Hersek ve dig., 2019). Sisplatinin sigan testisi lizerine
olan toksik etkilerine karsi APO’nun roliiniin arastirildigi bir ¢alismada sisplatinin NOX2
pozitif hiicre sayisini artirdigi, hasar sonrasi 5 giin boyunca verilen 25 mg/kg APO’nun ise
azalttig1 belirlenmistir (Kéroglu ve dig., 2019). Deneysel olarak olusturulmus akut pankreatitis
ile iligkili ince bagirsak mukozal bariyer hasarimin incelendigi bir arastirmada NOX2
seviyelerinin 6nemli Ol¢lide arttigi gozlenmis, hasardan once verilen APO’nun ise NOX2
seviyelerini anlaml1 bigimde azalttig1 gosterilmistir (Deng ve dig., 2016). Yapilan bir ¢aligmada
deneysel olarak olusturulmus sistemik lupus eritramatozlii farelerde artan NOX eskpresyonunu
kronik olarak 5 hafta boyunca 10 mg/kg/giin HCQ uygulamasinin azalttigi gosterilmistir.
(Gomez-Guzman ve dig., 2014). Teng ve dig.’nin (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada intrauterin
pulmoner hipertansiyonlu pulmoner arter endotel hiicre kiiltiirlinde meydana gelen NOX
artiginin, CQ ile kombine grupta onemli 6l¢lide azaldigi gosterilmistir. Artan NOX aktivitesinin
otofaji artist ile iliskili oldugu, CQ’nun da bu sebeple NOX artiginin 6niine gegebildigi 6ne

stirtilmiistiir.

Ince bagirsak dokularinda yaptigimiz biyokimyasal incelemeler sonucunda elde ettigimiz
istatistiksel verilerde APO grubu hari¢ tiim gruplarin NOX seviyelerinde K grubuyla
kiyaslandiklarinda anlamli artig tespit ettik. APO grubunda ise K grubu ile kiyaslandiginda
anlamsiz bir artis saptadik. RAD+CQ grubunun NOX seviyelerinde RAD grubuna gore
anlamsiz artis gozlerken, RAD+APO grubunun NOX seviyelerinde RAD grubuna gore
anlamsiz azalma belirledik. RAD+CQ+APO grubunda RAD+CQ grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalis gozlemledik. Bu sonuglardan yola ¢ikarak literatiirlerle uygun olarak
RAD’1n anlamli bir bigimde NOX seviyelerini arttirdigini, RAD ile verilen CQ ve RAD ile
verilen APO’nun ise istatistiksel olarak anlamsiz da olsa NOX seviyelerini azalttigini
sOyleyebiliriz. RAD ile CQ birlikte verildiginde ise APO’nun antioksidan etkiler gostererek

istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artan NOX seviyelerini azalttigin1 ortaya koyduk.
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Serbest radikal seviyelerinin dogrudan belirlenmesi giictiir. Lipid peroksidasyonunun
membrandaki fosfolipitleri hedef almasi, serbest radikallerin sebep oldugu hasarin tespit
edilmesinde sik kullanilan bir belirte¢ olmasini saglamistir (Altmer ve dig., 2018). Iyonlastirici
radyasyon, hiicrelerde reaktif oksijen radikallerinin {iretimini arttirarak membran yapisinda
bulunan lipitlerin peroksidasyonuna sebep olur (Maharwal ve dig., 2005; Sharma ve Sharma,
2005). Lipid peroksidasyonunun son tiriiniit MDA’dir. MDA antioksidan enzimleri inhibe eden
sitotoksik bir bilesiktir (Tahamtan ve dig., 2015). Yapilan bir ¢alismada, Wistar albino cinsi
siganlara tek doz 10 Gy radyasyon verilmis, MDA seviyelerinin ileum, kolon ve serumdaki
seviyelerinin anlamli bi¢imde arttif1 goézlenmistir (Pigskin ve dig., 2018). Radwan ve Karam
(2020), Wistar albino siganlarda 5 Gy radyasyonun ince bagirsak dokusunda MDA seviyelerini
artirdigin1 gézlemislerdir. Musa ve dig. nin yaptiklari calismada (2019), Wistar albino sicanlara
8 Gy radyasyon verilmis ve ince bagirsak dokularinda MDA seviyelerinde anlamli artig
gozlenmistir. Erbil ve dig. (2005), Wistar albino siganlara uygulanan tek doz 10 Gy
radyasyonun ince bagirsakta MDA seviyelerini anlamli bigimde arttirdigin1  ortaya
koymuslardir. Baska bir arastirmada 5 giin boyunca giinde 7,5 Gy radyasyon verilen siganlarin
ince bagirsaginda LPO seviyelerinin anlamli 6lgiide arttigi gosterilmistir (Fernandez-Gil ve

dig., 2017).

8 Gy tek doz radyasyona maruz birakilan Wistar albino siganlarin ince bagirsaginda MDA
seviyelerinde K grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir artis tespit edilmis, radyasyondan dnce 5
giin boyunca uygulanan 20 mg/kg/giin APO’nun ise MDA seviyelerini istatistiksel olarak
anlamli oranda azalttig1 gozlenmistir (Cagin ve dig., 2016). Deneysel olarak olugturulmus akut
pankreatitis ile iligkili ince bagirsak mukozal bariyer hasarinin incelendigi bir arastirmada,
MDA seviyelerinin 6nemli 6l¢iide arttig1 gozlenmis, hasardan 30 dakika dnce verilen 50 mg/kg
APO’nun ise MDA seviyelerini anlamli bigimde azalttig1 gosterilmistir (Deng ve dig., 2016).
Sisplatinin Wistar albino disi si¢an karacigeri lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada,
dokuda MDA diizeylerinin 6nemli dl¢tide arttig1, APO verildiginde ise anlaml1 bigimde azaldig1
gosterilmigtir. (Cagin ve dig., 2015). Yapilan bir ¢alismada iskemi olusturulan sigcanlara
anesteziden 30 dakika 6nce uygulanan 20 mg/kg APO’nun kas dokusu ve plazmada iskemi
kaynakli artan MDA seviyelerini azalttig1 gosterilmistir (Albayrak, 2019). Baska bir calismada
sicanlarda iireter tikanikliginin sebep oldugu MDA seviyelerindeki artisin, APO
uygulanmasiyla 6nemli Olglide azaldugi gosterilmistir (Yoldas, 2017). Metotreksatin sigan

testisinde arttirdigt MDA seviyelerini 4 hafta boyunca her giin i.p. yolla verilen 50 mg/kg
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APO’nun azalttig1 gosterilmistir (Kavram, 2016). Baska bir ¢alismada sicanlarda yiiksek yagh
diyet ile olusturulan obezitenin MDA seviyelerinde artigsa sebep oldugu, 25 mg/kg APO’nun 4
hafta boyunca haftada 5 giin uygulanmasi sonucu MDA seviyelerinde 6nemli 6l¢giide azalmaya
neden oldugu gozlenmistir (Hersek, 2019). Yapilan bir arastirmada Wistar albino siganlara tek
doz 10 Gy skrotal radyasyon uygulanmis, radyasyon dncesi 5 giin boyunca giinde tek doz i.p.
yol ile 20 mg/kg APO uygulamasinin radyasyon grubunun testis dokularinda artan MDA

degerlerini anlamli olarak azalttig1 gdsterilmistir (Tatli, 2018).

Chen ve dig.’nin (2006) yaptiklar1 ¢alismada Sprague Dawley si¢anlarda total hepatik iskemi
reperfiizyonu sonucu ince bagirsak mukozasinda MDA seviyelerinin anlamli olarak arttigi, 10
mg/kg CQ verilen grupta ise anlamli bir bigimde azaldigi gozlenmistir. Zhang ve dig.’nin
(2021) yaptiklar1 ¢alismada Sprague Dawley siganlarda 50 ve 100 mg/kg i.v. verilen grafen
oksit sonucu akcigerde MDA seviyelerinin anlamli olarak arttigi, 20 mg/kg CQ’nun 7 giin
boyunca kombine verildigi grupta ise anlamli bir bicimde azaldig1 gdzlenmistir. Wistar albino
sicanlarin kalplerinde olusturulan iskemi reperfiizyonun 1 saat 6ncesinde verilen 10 mg/kg
CQ’nun MDA seviyelerinde hasar grubuna gore anlamsiz bir azalma meydana getirdigi
gozlenmistir (Xiao ve dig., 2018). Helmy ve dig. (2018), karaciger kanser modeli olusturduklari
Sprague Dawley sicanlarda artan MDA seviyelerinin CQ grubunda anlamli bigimde azaldigini

belirlemislerdir.

Ince bagirsak dokularinda yaptigimiz incelemeler sonucunda elde ettigimiz verilere gére K
grubuna gore RAD, RAD+CQ, RAD+CQ+APO ve CQ+APO gruplarindaki MDA
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir. RAD+APO grubunda K’ya
gore anlamsiz artis tespit edilmistir. RAD+CQ’nun MDA seviyelerinde RAD grubuna gore
anlamsiz bi¢imde azalma gozlenirken RAD+APO grubunda RAD grubuna gore anlamli olan
bir azalma dikkati ¢ekmistir. RAD+CQ+APO grubunun MDA seviyelerinde ise RAD+CQ
grubuna gére anlamsiz da olsa bir azalma gozlenmistir. Ince bagirsak dokularinda LPO
seviyeleri incelenerek elde edilen verilere gore RAD, CQ, RAD+CQ ve RAD+CQ+APO
gruplarina ait LPO degerlerinin K grubuna goére anlamli olarak arttig1 saptanmustir. K grubu ile
APO, RAD+APO ve CQ+APO gruplan karsilastirildiginda ise APO verilen gruplarin LPO
degerinde anlamsiz bir artis oldugu gozlenmistir. LPO seviyeleri kiyaslandiginda RAD’a gore
RAD+CQ grubunda anlamsiz ve RAD+APO grubunda anlamli bir sekilde azalma oldugu
saptanmistir. RAD+CQ+APO grubunun LPO degerinin ise RAD+CQ grubuna gore istatistiksel
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olarak anlamli olarak azaldigi belirlenmistir. Sonug olarak literatiirle uyumlu olarak RAD’1n
tim gruplarinda MDA ve LPO seviyelerini anlamli arttirdigini, APO’nun bu artis1 anlamli bir
sekilde azalttigini soyleyebiliriz. CQ’nun ise RAD’la birlikte verildiginde MDA ve LPO

seviyelerinde anlamsiz da olsa bir azalmaya sebep olmustur.

Yapilan bir ¢alismada, Wistar albino cinsi si¢anlara tek doz 10 Gy radyasyon verilmis, TAK
seviyelerinin ileum, kolon ve serumdaki seviyelerinin anlamli bigimde azaldig tespit edilmistir
(Pigkin ve dig., 2018). Demir ve dig.’nin yaptiklar1 bir ¢alismada (2020) 5 Gy tek doz
radyasyona maruz birakilan siganlarin beyinlerinde meydana gelen TAK seviyelerinin anlamli
olarak azaldig1 gozlenmistir. Baska bir arastirmada 2 haftalik siiregte toplamda 8 Gy radyasyona
maruz birakilan Wistar albino siganlarin karacigerlerinde TAK seviyelerinin anlamli olarak

azaldig1 belirlenmistir (Saif-Elnasr ve dig., 2019).

8 Gy tek doz radyasyona maruz birakilan Wistar albino siganlarin ince bagirsaginda TAK
seviyelerinde K grubuna gore azalma gozlenmis radyasyondan énce APO uygulanan grupta ise
TAK seviyelerinde artig gézlenmistir (Cagin ve dig., 2016). Sisplatinin Wistar albino disi sican
karacigeri lizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada, dokuda TAK diizeylerinin 6nemli

Olciide azaldigi, APO verildiginde ise arttig1 gosterilmistir (Cagin ve dig., 2015).

Calisgmamizda elde ettigimiz verilere gore K grubuna kiyasla RAD ve RAD+CQ gruplarimin
TAK seviyelerinin anlamli, CQ ve APO gruplarinin anlamsiz olarak azaldigni,
RAD+CQ+APO grununun anlamli, RAD+APO ve CQ+APO gruplarmin ise TAK seviyelerinin
anlamsiz arttigin1 saptadik. RAD ile karsilastirildiginda, TAK seviyelerinin anlamsiz olarak
RAD+CQ grubunda azaldigini, RAD+APO grubunda ise anlamli bir gekilde arttigini belirledik.
RAD+CQ ve RAD+CQ+APO grubu karsilastirildiginda ise RAD+CQ+APO grubunun TAK
degerinin anlamli olarak artirdigin1 gézlemledik. Sonug olarak dnceki ¢alismalara paralel olarak
RAD’in TAK seviyelerini anlamli bir bi¢imde azaltigini, APO’nun ise TAK seviyelerini
anlaml1 olarak artirarak antioksidan etki gosterdigini sdyleyebiliriz. RAD ile verilen CQ’nun

ise TAK seviyelerini anlamsiz da olsa arttirdigini tespit ettik.

Yapilan bir aragtirmada, Wistar albino cinsi si¢anlara tek doz 8 Gy radyasyon verilmis, ince
bagirsaktaki GSH seviyelerinin anlamli bigimde azaldig1 gézlenmistir (Khayyal ve dig., 2019).
Radwan ve Karam (2020) yaptiklart aragtirmada Wistar albino si¢anlara verilen 5 Gy

radyasyonun GSH seviyesini azalttigini gozlemlemislerdir. Baska bir arastirmada 5 giin
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boyunca giinde 7,5 Gy radyasyon verilen si¢anlarin ince bagirsaginda GSH seviyelerinin
anlamli 6l¢lide azaldig1 gosterilmistir (Fernandez-Gil ve dig., 2017). Yapilan bir arastirmada 8
Gy radyasyona maruz birakilan Wistar albino siganlarin karacigerlerinde GSH seviyelerinin
anlamli olarak azaldig1 gozlenmistir (Saif-Elnasr ve dig., 2019). Saada ve dig.’nin (2010)
yaptiklar1 ¢alismada, 6 Gy radyasyonun albino siganlarin ince bagirsak dokularinda GSH

seviyelerinde anlamli bi¢imde azalmaya sebep oldugu gozlenmistir.

8 Gy tek doz radyasyona maruz birakilan Wistar albino si¢anlarin ince bagirsaginda belirlenen
GSH seviyelerinde gozlenen anlamli azalmanimn, radyasyondan once 5 giin boyunca 20
mg/kg/giin APO uygulamasi sonucunda GSH seviyelerini istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttigr gozlenmistir (Cagin ve dig., 2016). Sisplatinin Wistar albino disi sican karacigeri
tizerindeki etkilerinin arastirildigr bir ¢alismada, dokuda GSH diizeylerinin azaldigi, APO ile
verildiginde ise anlamli bi¢imde arttig1 gosterilmistir (Cagin ve dig., 2015). Bagka bir calismada
alt ekstremite kasinda iskemi olusturulan sicanlara 20 mg/kg APO’nun i.p. olarak
uygulanmasinin kas dokusu ve plazmada iskemi kaynakli azalan GSH diizeylerini arttirdigi
ortaya konmustur (Albayrak, 2019). Metotreksatin sigan testisinde azalttigi GSH seviyelerini 4
hafta boyunca her giin i.p. yolla verilen 50 mg/kg APO’nun arttirdig1 gosterilmistir (Kavram,
2016). Bagska bir calismada siganlarda yiliksek yagli diyet ile olusturulan obezitenin GSH
diizeylerinde azalmaya sebep oldugu, 25 mg/kg APO’nun 4 hafta boyunca haftada 5 giin
uygulanmasinin GSH diizeylerini arttirdigi gézlenmistir (Hersek, 2019).

Helmy ve dig. (2018), karaciger kanser modeli olusturduklar1 Sprague Dawley sicanlarda
CQ’nun etkilerini arastirmis, kanserli siganlarda azalan GSH seviyelerini CQ’nun arttirdigini
belirlemislerdir. Deneysel diyabet olusturulmus farelerde azalan GSH seviyelerinin, 3 giin
boyunca 50 mg/kg/giin olarak CQ verilen grupta arttig1 gézlenmistir (Tuohetaerbaike ve dig.,
2020).

Yapilan incelemeler sonucunda elde edilen verilere gore K grubu ile kiyaslandiginda GSH
seviyelerinin RAD ve RAD+CQ+APO gruplarinda anlamli olarak azaldigini, CQ, APO,
RAD+CQ ve CQ+APO gruplarinda anlamsiz azaldigini, RAD+APO ve RAD+CQ+APO
gruplarinda ise anlamsiz arttigini saptadik. RAD grubu ile kiyaslandiginda RAD+CQ ve
RAD+APO gruplarinda GSH seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli olarak arttigini
gozlemledik. RAD+CQ+APO grubuna ait GSH seviyeleri ile RAD+CQ grubu
karsilastirildiginda anlamli bir gekilde artis oldugunu belirledik. Sonu¢ olarak daha once
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yapilmis arastirmalara benzer olarak RAD uygulamasinin tiim gruplarda GSH seviyelerini
anlamli bigimde azalttigini, APO ve CQ’nun ise GSH seviyelerini anlamli arttirarak bu etkiyi

tersine gevirdigini sdyleyebiliriz.

Musa ve dig.’nin yaptiklar1 ¢alismada (2019) Wistar albino siganlara 8 Gy radyasyon
verildiginde ince bagirsak dokularinda KAT aktivitesinin azaldig1 gosterilmistir. Radwan ve
Karam (2020) yaptilar1 arastirmada Wistar albino siganlarda 5 Gy radyasyonun ince bagirsak
dokusunda KAT aktivitesini azalttigini gozlemislerdir. 25 Gy tek doz radyasyona maruz
birakilan Wistar albino sicanlarin beyinlerinde KAT aktivitesinin anlamli olarak azaldig:
belirlenmistir (Motallebzadeh ve dig., 2020). Saada ve dig.’nin (2010) yaptiklari ¢alismada 6
Gy radyasyonun albino siganlarin ince bagirsak dokularinda KAT aktivitelerinde anlamli

bi¢imde azalmaya neden oldugu gosterilmistir.

Sisplatinin Wistar albino disi sican karacigeri tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada
dokuda KAT aktivitelerinin azaldigi, APO verildiginde ise anlamli bi¢imde arttig1
gosterilmistir. (Cagin ve dig., 2015). Yapilan bir ¢alismada siganlarda APO uygulanmasinin,
kas dokusu ve plazmada iskemi kaynakli azalan KAT aktivitelerini arttirdig1 ortaya konmustur
(Albayrak, 2019). Baska bir calismada siganlarda deneysel olarak olusturulan tek tarafl tireter
tikanikliginin sebep oldugu KAT aktivitelerindeki azalist APO’nun 6nemli 6lgiide arttirdig
gosterilmistir (Yoldas, 2017). Siganlarda D-galaktoz ile deneysel olarak olusturulmus yasa
bagli osteoporoz modelinde azalan KAT aktivitesinin, 4 hafta boyunca uygulanan 10

mg/kg/giin CQ’nun anlamli bir bicimde arttirdig1 gozlenmistir (Mahmoud ve dig., 2021).

Yaptigimiz ¢aligmada elde ettigimiz verilere goére K grubu ile karsilastirildiginda RAD
grubunun anlamli, CQ ve APO gruplarinin KAT aktivite degerlerinde anlamsiz azalma
oldugunu belirledik. RAD+CQ+APO grubunda anlamli, RAD+CQ, RAD+APO, ve CQ+APO
gruplariin KAT aktivitelerinin ise K grubuna gore anlamsiz olarak arttigin1 saptadik. RAD
grubu ile RAD+CQ ve RAD+APO gruplart karsilagtirildiginda bu gruplarin  KAT
aktivitelerinde RAD grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugunu goézlemledik.
RAD+CQ+APO grubunun KAT aktivitesinin ise RAD+CQ grubuna goére anlamsiz da olsa
arttigin1 saptadik. Sonugta literatiirle uyumlu bir sekilde RAD’mn KAT aktivitelerinde anlaml
azalmaya sebep oldugunu, APO ve CQ’nun ise RAD gruplarinda KAT aktivitelerini anlamli
arttirdigini belirledik.
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Saada ve dig.’nin (2010) yaptiklar1 calismada 6 Gy radyasyonun albino siganlarin ince bagirsak
dokularinda SOD aktivitelerinde anlamli bicimde azalmaya sebep oldugu gozlenmistir. Yapilan
bir ¢caligmada Wistar albino siganlara tek doz 10 Gy skrotal radyasyon uygulanmasi dncesi 5
giin boyunca giinde tek doz 20 mg/kg APO uygulamasinin, testis dokularinda radyasyon
etkisiyle azalan SOD aktivitelerini anlamli olarak artirdigi gosterilmistir (Tatli, 2018). 8 Gy tek
doz radyasyona maruz birakilan Wistar albino siganlarin ince bagirsaginda SOD aktivitelerinde
K grubuna gore azalma gozlenmis, radyasyondan énce APO uygulanan kombine grupta ise

SOD aktivitelerinde artis gozlenmistir (Cagin ve dig., 2016).

Akut pankreatitis ile iligkili ince bagirsak mukozal bariyer hasarinda dokuda SOD
aktivitelerinin 6nemli Olglide azaldigi, APO’nun ise SOD aktivitelerini anlamli bigimde
arttirdigr gosterilmistir. (Deng ve dig., 2016). Sisplatinin Wistar albino disi sigan karacigeri
tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada dokuda SOD aktivitelerinin énemli olglide
azaldigi, APO verildiginde ise anlamli bicimde arttig1 gosterilmistir (Cagin ve dig., 2015).
Bagka bir caligmada siganlarda iskemi kaynakli azalan SOD aktivitelerinin APO uygulanmasi
sonucunda arttig1 ortaya konmustur (Albayrak, 2019). Diger bir c¢alismada si¢anlarda
olusturulan tek tarafl iireter tikanikliginin sebep oldugu SOD aktivitelerindeki azalisi, 14 giin
boyunca her giin uygulanan 25 mg/kg APO’nun 6nemli dl¢iide arttirdigi gosterilmistir (Yoldas,
2017). Hersek (2019), siganlarda yiiksek yagli diyet ile olusturulan obezitenin SOD
aktivitelerinde azalmaya sebep oldugunu, 25 mg/kg APO’nun 4 hafta boyunca haftada 5 giin
uygulanmasinin SOD aktivitelerini artirdigini gostermistir. Wistar albino siganlarin kalplerinde
olusturulan iskemi reperfiizyon iizerinde timokinonun etkilerinin arastirildig1 bir ¢alisamada,
reperfiizyonun 1 saat Oncesinde verilen CQ’nun SOD aktiviteleri {izerindeki etkileri
incelendiginde hasar grubuna gore anlamsiz bir artisa sebep oldugu gozlenmistir (Xiao ve dig.,
2018). Yapilan bir arastirmada siganlarda D-galaktoz ile deneysel olarak olusturulmus yasa
bagli osteoporoz modelinde azalan SOD aktivitesini, 4 hafta boyunca 10 mg/kg/giin CQ
uygulamasinin K grubuna benzer bigimde arttirdig1 belirlenmistir (Mahmoud ve dig., 2021).

Yaptigimiz ¢alismalar sonucunda elde ettigimiz verilere gore K grubu ile kiyaslandiklarinda
APO ve RAD gruplarmin anlamli, CQ, RAD+CQ, RAD+APO ve CQ+APO gruplarina ait SOD
aktivitelerinin anlamsiz azaldigini, RAD+CQ+APO grubuna ait SOD aktivitesinin ise anlamsiz
arttigin1 gozlemledik. RAD grubu ile RAD+CQ ve RAD+APO gruplarinin SOD aktiviteleri
karsilastirildiginda bu gruplarda RAD grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artiglar saptadik.
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RAD+CQ+APO grubuna ait SOD aktivitesi ile RAD+CQ grubu birbiri ile karsilastirildiginda
ise SOD aktivitesinde anlamsiz da olsa artis belirledik. Sonucta 6nceki ¢alismalara benzer
olarak RAD’in SOD aktivitelerinde anlamli bir azalmaya sebep oldugunu, RAD ile uygulanan
APO ve CQ’nun ise SOD aktivitelerini anlamli sekilde arttirdigini sdyleyebiliriz.

Yapilan bir arastirmada, Wistar albino cinsi siganlara tek doz 8 Gy radyasyon verilmis, TNF-a.
seviyelerinin ince bagirsaktaki seviyelerinin anlamli bigimde arttig1 gézlenmistir (Khayyal ve
dig., 2019). Ong ve dig.’nin yaptig1 bir ¢calismada (2010), sicanlara haftada 3 kez 6 hafta
boyunca 2,5 Gy radyasyon verilmis, TNF-o seviyelerinin ince bagirsaktaki seviyelerinin
anlamli bi¢cimde arttig1 gozlenmistir. Bagska bir arastirmada 5 giin boyunca giinde 7,5 Gy
radyasyon verilen si¢anlarin ince bagirsaginda TNF-a seviyelerinin anlamli 6lgiide arttigi
gosterilmistir (Fernandez-Gil ve dig., 2017). Radwan ve Karam (2020) yaptiklar1 arastirmada
Wistar albino si¢anlara uyguladiklar1 5 Gy radyasyon etkisiyle ince bagirsak dokusunda TNF-
a seviyelerinin arttigini, gézlemislerdir. Baska bir ¢alismada 8 Gy tek doz radyasyona maruz
birakilan Wistar albino siganlarin bobreklerinde TNF-a seviyelerinin anlamli olarak arttig:

gosterilmistir (Abdel-Magied ve Elkady, 2019).

Yapilan bir ¢alismada akut pankreatitis ile iligkili ince bagirsak mukozal bariyer hasarinda
serum TNF-a seviyelerinin onemli Olgiide arttigi, hasar 6ncesinde APO verilen grupta ise
anlamli bigimde azaldigi ortaya konmustur (Deng ve dig., 2016). CQ’nun en iyi bilinen
ozelliklerinden biri anti inflamatuvar etkileridir. Wang ve dig.’nin (2019) yaptig1 bir ¢alismada
inflamatuvar bagirsak hastaligi olusturulan farelerde artan TNF-a seviyelerinin, 1-6. giinler
arasinda 60 mg/kg/giin CQ uygulanan grupta azaldigi gosterilmistir (Wang ve dig., 2019).
Zhang ve dig.’nin (2021) yaptiklari ¢alismada, Sprague Dawley siganlarda, 50 ve 100 mg/kg
uygulanan grafen oksit etkisiyle akcigerde TNF-a seviyelerinde meydana gelen artisi, CQ
anlamli bir bigimde azaltmistir. Dige bir ¢alismada romatoid artrit olusturulan siganlara verilen

CQ’nun TNF-a seviyelerini azalttig1 gosterilmistir (Bhalekar ve dig., 2016).

Ince bagirsak dokularinda yaptigimiz incelemelerden elde ettigimiz istatistiksel verilere gore K
grubu ile kiyaslandiginda RAD, RAD+CQ ve RAD+CQ+APO gruplarina ait TNF-a
degerlerinin anlaml arttigini, diger gruplarinda anlamsiz da olsa artis gosterdigini belirledik.
RAD ile kiyaslandiklarinda RAD+CQ ve RAD+APO gruplarina ait TNF-a degerlerinin RAD
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli azaldigini saptadik. RAD+CQ grubuna gore
RAD+CQ+APO grubunun TNF-a degerlerinin anlamsiz da olsa azaldigim1 gézlemledik. TNF-
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a seviyelerinde RAD grubunda anlamli artis, RAD ile CQ ve APO verilen gruplarda ise anlaml
sekilde azalis belirledik. Elde ettigimiz sonuglardan yola ¢ikarak, literatiirdeki ¢alismalara
benzer olarak, RAD’1n sebep oldugu TNF-a diizeylerindeki artisi, CQ ve APO’nun azalttigini

sOyleyebiliriz.
Calismamizdan elde ettigimiz sonuglar1 kisaca 6zetleyecek olursak;

e Histolojik incelemelerimizin sonucunda, radyasyondan énce verilen CQ ve APO’nun,
tek baglarina ve birlikte ince bagirsak dokusunda radyasyon kaynakli olusan histolojik
hasar1 6nemli 6l¢iide azalttigini belirledik.

e Radyasyon ve CQ’nun antiproliferatif etkileri oldugunu, APO’nun ise proliferasyonu
arttirdigin1 gozlemledik.

e Radyasyon, CQ ve kombinasyonlarinin p62, LC3 II ve LAMP 2 seviyelerinde bir artisa
sebep oldugunu, APO’nun ise bu seviyeleri azalttigini ortaya koyduk.

e RAD ve RAD + CQ gruplarinin kaspaz-3 seviyelerinde anlamli bir artis, BCL-2
seviyelerinde ise istatistiksel olarak anlaml1 bir azalma gozlemledik. CQ’nun tek basina
kaspaz-3 ve BCL-2 seviyeleri iizerinde istastistiksel olarak anlamli bir degisime sebep
olmadigini, APO’nun ise radyasyonun sebep oldugu kaspaz-3 seviyelerindeki artist
anlamli bir bicimde azalttigin1 belirledik.

e MPO ve NOX seviyelerinin radyasyon ve CQ verilen gruplarda arttigini, APO’nun bu
etkiyi azalttigini saptadik.

e Radyasyon uygulamasinin tiim gruplarda MDA ve LPO seviyelerini arttirdigini, APO
ve CQ’nun radyasyona bagli bu etkiyi azalttigini gosterdik.

e Radyasyon, CQ ve kombinasyonlarinin sebep oldugu TAK seviyelerindeki azalmay,
APO’nun kuvvetli bir bigimde arttirdigini belirledik.

e Radyasyonun GSH, KAT ve SOD seviyelerinde azalmaya sebep oldugunu, APO ve
CQ’nun ise GSH, KAT ve SOD seviyelerini arttirdigini 6zellikle birlikte verildiklerinde
daha kuvvetli bir etkiye sahip olduklarini saptadik.

e Radyasyonun sebep oldugu TNF-a seviyelerindeki artisi, CQ ve APO’nun azalttigini
gosterdik.

e Radyasyon, CQ ve APO kombinasyonu ile ilgili literatiirde herhangi bir ¢alismaya
rastlanmadik. Bu {i¢lii kombinasyonda histolojik hasar, PCNA, kaspaz-3, BCL-2, LC3
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I, p62, LAMP 2, NOX, MDA, LPO, MPO, GSH, KAT, SOD, TAS ve TNF-a
seviyelerindeki degisimleri ilk kez belirledik.

Inceledigimiz tiim parametreler sonucunda, radyasyonun sican ince bagirsaginda
onemli 6l¢iide histolojik hasar olusturdugunu, oksidatif hasar parametrelerinde belirgin
bir artisa, antioksidan sistemde zayiflamaya sebep oldugunu, antiproliferatif,
inflamatuvar ve apoptototik etkilere sahip oldugunu ayni1 zamanda otofajiyi uyardigini
belirledik. Radyasyon ile verilen CQ’nun oksidatif stresi arttirdigini, antioksidan
kapasiteyi zayiflattigini, antiproliferatif ve antiinflamatuvar etkilere sahip oldugunu,
apoptoz iizerinde ise tek basina dnemli bir degisime sebep olmadigini tespit ettik. Ayrica
radyasyon ile verilen CQ’nun p62, LC3 Il ve LAMP 2 seviyelerinde 6nemli bir artisa
sebep olmasini otofajinin lizozomal basamagindaki inhibisyon etkisine bagladik.
APO’nun ise radyasyon ve CQ’nun meydana getirdigi bu degisimleri 6nemli 6l¢iide

tersine ¢evirdigini ve koruyucu etkilere sahip oldugunu ortaya koyduk. |
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