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OZET

Radyoterapi uygulanmus ratlarda amifostin, melatonin ve N-asetilsistein’in uterus

iizerindeki koruyucu etkilerinin karsilastirilmasi

Gerek radyoterapi uygulamalarinin temelini olusturmasi bakimindan gerekse
radyasyona kazara maruz kalma durumunda iyonize radyasyonun hiicre iizeride DNA ve
doku yaralanmasina neden olmaktadir. Kanser tedavisinde radyoterapi amagcli kullanilan
gama radyasyonu, tiimor dis1 alanda normal doku yaralanmasi olarak adlandirilan hasarlar
olusturmaktadir. Akut ve kronik yonde cesitli semptomlarla kendini gosteren bu durum igin
cesitli radyoprotektif ajanlar gelistirilmistir. Pelvik bolge gama 1simasi uygulamalarinda
uterus iizerinde mikroskobik diizeyde gerceklestirilmis calisma ve arastirmalar kisithidir.

Calismada 56 adet Sprague Dawley cinsi yetiskin disi rat kullanilmistir. Ratlar her
grupta 7 hayvan olacak sekilde 8 gruba ayrildi. Kontrol, amifostin, N-asetilsistein ve
melatonin disinda kalan 4 denek grubuna (Radyoterapi, Radyoterapi + Amifostin, Rayoterapi
+ N-asetilsistein, Radyoterapi + Melatonin) abdomino-pelvik bolgeye tek fraksiyonluk 10
Gray (Gy) gama radyasyonu 1simasi yapildi. Tedavi gruplarina 1s1madan 15 dk once ilgili
ajanlar i.p. sekilde enjekte edildi. Isimadan 48 saat sonra deney bitiminde tiim gruplardan
alian uterus dokulari rutin parafin takibine alindi. Elde edilen parafin kesitlere H&E, PAS,
Masson trikrom ve TUNEL Assay protokolleri uygulanarak 151tk mikroskobunda
degerlendirme ve sayim islemleri gerceklestirildi.

Calisma sonucu 10 Gy tek fraksiyonluk i1stma yapilan deney hayvanlarinda uterus
tizerinde akut bircok dejeneratif degisiklik ve apoptotik indekste artis izlenmisken 1stmadan
15 dk 6nce amifostin, melatonin ve N-asetilsistein uygulanan gruplarda iyonize radyasyondan
cesitli oranlarda korunmusluk tespit edilmistir.

Calismamiz kanser tedavisi goren kadinlarda pelvik bolge i1simalarinda uterusun
korunmasina yonelik deney hayvani modeli niteligindedir. Calismamiz sonucunda pelvik
bolge 1simasmin uterus iizerinde akut evrede morfolojik hasara ve yogun DNA
fragmantasyonuna neden olabilecegini ayrica amifostin ve N-asetilsistein ajanlarinin bu etkiyi
indirgemede kullanilabilirliginin miimkiin oldugunu ancak en ideal protektif profilin

melatoninle saglanabildigi sonucuna varildi.

Anahtar kelimeler: Radyoterapi, Amifostin, Melatonin, N-asetilsistein, Uterus, TUNEL Assay
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ABSTRACT

Comparison of the protective effects of amifostine, melatonin and N-acetylcysteine
usage on uterus of radiotherapy induced rats

Although it forms the basis of radiotherapy applications on the other hand exposing to
radiation accidentally, ionising radiation causes DNA breaks on cells and tissue
injuries.Gamma radiation from radiotherapy which used treatment of cancer, generate
damages normal tissues out of tumoral region. Some radioprotective agents created for this
case that indicating itself with acut and chronic symptomes. Gamma radiation applications in
the uterus and pelvic region studies and researches carried out at the microscopic level are
limited.

56 adult female Sprague Dawley rats were used in this study. The rats were divided
into 8 groups and 7 animals in each groups. Control, amifostine, N-acetylcysteine and
melatonin group outside the four subjects (radiotherapy, radiotherapy + Amifostine,
Rayoterapi + N-acetylcysteine, Radiotherapy + melatonin) single fraction abdominopelvic
region 10 Gray (Gy) radiation, gamma radiation was performed. Single fraction 10 Gray
(Gy) gamma radiation induced abdominopelvic region of 4 groups (radiotherapy,
radiotherapy + Amifostine, Rayoterapi + N-acetylcysteine, Radiotherapy + melatonin)
except control, amifostine, N-acetylcysteine and melatonin. Related agents are injected intra
peritoneally to the treatment groups 15 minutes previously radiation application. 48 hours
after radiation application, routine paraffin monitoring performed at the end of experiment.
H&E, PAS, Masson Trichrome and TUNEL Assay protocols applied to the sections taken
from parafin embedded samples.Evaluations and countings are carried on light microscopy.

At the end of research, various degenerative changes and increase of apoptotic index
is observed in research animals uterus during the acute phase. Various protective effects are
detected in groups which amifostine, melatonin and N- acetylcysteine induced 15 minutes
previously radiation application. Our research is an experimental animal model for the
protection of uterus in women whom undergoing treatment for cancer of the uterus and pelvic
region. Although it is observed amifostine and N- acetylcysteine agents reduces degenerative
effects of pelvic radiation applications which can be classified as morphologically damage

and dense DNA fragmantation, optimum protective profile is obtained with melatonin.

Key words: Radiotherapy, Amifostine, Melatonin, N-acetylcisteine, Uterus, TUNEL Assay
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1.GIRIS ve AMAC

Diinya Saglik Orgiitii’ne (WHO) bagli GLOBOCAN kanser arastirma veritabaninin
bilgilerine gore iilkemiz Tiirkiyenin de i¢inde bulundugu 184 iilkede yapilan arastirmalar
sonucunda 2008 yilinda 12.7 milyon yeni kanser vakasi olusmus ve 7.6 milyon insan
kanserden hayatinm1 kaybetmistir. Akciger, meme, kolorektal ve mide en cok teshis edilen
kanser tiirleri olup vakalarin %40 1n1 olusturmaktadir. Akciger, mide, karaciger, kolorektal
ve meme kanserleri kansere bagli oliimlerin yarisindan fazlasini olusturmaktadir. Ayrica
vakalarin 56% ve oliimlerin 64%’ii lilkemizide i¢ine alan ekonomik olarak gelismekte olan
ilkelerde goriilmiistiir. (1)

Kanserle miicadelenin en etkili yontemlerinden biri radyasyon tedavisidir ayrica
tahminen kanser tedavisi goren hastalarin yaris1 tedavi siiresi boyunca radyoterapi
gormektedir (2). Radyasyon tedavisinin uygulanmasinda tiimoral dokunun yani sira normal
dokularin etkilenmesi ka¢inilmaz bir durumdur (3-4). Tedavi géren hastalar normal doku
yaralanmasi olarak bilinen ve kisa bir siire icerisinde normal doku iizerindeki yara
iyilesmesindeki aksamalar ve hiicre oliimiine bagli olarak cesitli semptomlarla kendini
gosteren rahatsizliklar gecirmektedir (5). Radyoterapiye veya kazara radyasyon i1simasina
maruz kalan kisilerde hiicre oliimiinde apoptoz ve nekrozun varligi, uygulanan doz ile
apoptotik indeks (AI) arasinda bir baglanti oldugu ayrica radyasyonun hiicre oliimii
mekanizmasinda olusturdugu DNA kiriklar1 ve mitokondriyona bagh sekilde etki
gosterdigi bilinmektedir. Bu etkilerin indirgenmesinde c¢esitli sentetik radyoprotektif
ajanlar gelistirilmistir. Radyasyon 1simasini takiben hiicrede serbest radikaller olarak
bilinen molekiillerin olusmasi ve serbest radikalleri indirgeyen 6zellikteki antioksidanlarin
kullanimiyla yapilmis deneysel ¢alismalarda antioksidanlarin sentetik radyoprotektiflerle
paralel Ozellikler gostererek DNA {izerinde iyonizan radyasyonun olusturdugu oksidatif
hasar1 indirgedigi sonucuna varilmistir (6-8).

Calismamizda radyoprotektif bir ajan olan amifostin (WR-2721), bir antioksidan
olan melatonin hormonu, siilfidril iceren ve daha Once antioksidan Ozelligi cesitli
caligmalarla 1spatlanmis olan N-asetilsistein’in insan uterusu iizerinde radyoterapiye bagl
olusacak hasar ve DNA fragmantasyon indeksine olan etkilerini deney hayvan modeli

araciligiyla karsilastirmay1 amaglamaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Radyoterapi

Radyoterapi kanser tedavisinde en ¢ok bagvurulan tedavi yontemlerinden biridir
(9). Kanser hastalarinin %50-60’1, cerrahi ve/veya kemoterapi tedavisi yaninda 1sin
tedavisi (Radyoterapi) gormektedir (10). Invazif kanser tanisi konulan hastalarin %70’
loko-rejyonal, %30’u ise metastatik evrededir. Lokorejyonel evrede tan1 konulan hastalarin
yaridan fazlasinda kiir elde edilirken, diger hastalarda niiks goriilmektedir. Radyoterapi
(RT) esas olarak 2 hedefe yoneliktir. Hastalig1 tedavi etmek amaciyla kiiratif olarak, veya
hastaligi tiimden yok etmenin miimkiin olmadigi durumlarda hastalifin etkilerini
indirgemek ve yasam siiresini uzatmak amaciyla palyatif olarak kullanilir (11).

Bir atom veya molekiilden bir veya daha cok elektronun kopartildigi isleme
iyonizasyon, ortam ile etkilestiginde direkt veya indirekt olarak (Sekil 1) iyonizasyon
meydana getiren yiiklii/yliksiiz partikiiller ve fotonlara iyonize (iyonizasyon yapan)
radyasyon denmektedir (12).

Iyonize radyasyonlar, partikiillerden veya fotonlardan olusmasina gore 2 gruba
ayrilir ve enerji seviyeleri (frekanslari) birbirlerinden farklidir (13,14). Icinden gegtikleri
maddelerde iyon ciftleri olusturma o6zellikleri vardir ve bu iyon ciftlerinin 6zellikle su
molekiiliiniin hidroksil (-OH) koklerine ayrismasi canli dokularda tahrip edici 6zellik
teskil etmektedir (15,16).

Hiicre i¢i ve hiicre zarmmin yami sira en o6nemli etkisini hiicrenin canlilik ve
boliinebilme yetenegini saglayan cekirdek icerisinde yer alan kromozomlarda gosterir.
Radyoterpi ve niikleer tipta kanser tedavisine yonelik kullanilan bu iyonize radyasyonlarla
timor hiicreleri tahrip edilirken, normal doku yaralanmalari miimkiin oldugunca
azaltilmalidir.

RT’ye yonelik kullanilan iyonize radyasyonlar 50-400keV ile 1,25-25 MeV
seviyeleri arasindadir ve 2 sekilde elde edilirler;

1- Dogal veya yapay radyoaktif maddelerin atom cekirdeklerinin bozunmasiyla elde

edilen alfa (o), beta (B) 1sinlari, elektronlar ve kobalt 60 (C060) ve sezyum 137

(Cs13 7) gibi radyoaktif elementlerden edinilen gama (y) 1sinlart.

2- Notron, proton, agir iyonlar ve siklikla kullanilan elektron hizlandiricilart ile elde

edilen yliksek enerjili partikiil 1sinlar1 ve en Onemlisi hizlandirilan elektronlarin,



tungsten gibi atom agirligi yiiksek plaklara carptirilmas: ile elde edilen yiiksek

enerjili X 1sinlart. (11,14)
Iyonize 1sinlarin ortam ile etkilesmesi sonucu olusan olaylar1 olciimlemek oldukca
kompleks bir durumdur. Bu sebeple ortama transfer edilen enerji miktar1 hesaplamalarda
kullanilmaktadir. Absorbe edilen doz (d), birim kitlede(m) olusan fazla enerji (e)
miktaridir: D=e/m ve Uluslararasi sistemde (SI) absorbe doz birimi gray (Gy) olup, 1 Gy 1
j/’kg seklinde ifade edilir. Daha Onceleri ise radyoterapi uygulamalarinda Radiation
Absorbed Dose (rad) veya cGy (santi gray) birimleri kullanilmakta olup 1 Gy=100 rad, 1
c¢G=1 rad seklindedir (17).

2.1.1. iyonize Isinlarin Etki Mekanizmasi

Iyonize 151n belli bir doku iizerine etkidiginde fiziksel ve kimyasal reaksiyonlar bir
zincir halinde gergeklesir. Bir elektronun atomdan kopartlmasi ile meydana gelen
iyonizasyon ilk etaptir. Bir atom veya molekiildeki elektronun atom veya molekiiliin
yapisindan atilmadan iist enerji seviyesine yiikselmesi olayina eksitasyon (uyarilma) denir.
Uyarilmis bu atom ve molekiiller kimyasal reaksiyonlara ¢ok kolay girebilecek
ozelliktedirler. Bu olusan molekiillere serbest radikaller denir (11,18,19).

Istma sonrasi hiicre icerisinde kontrol dis1 olusan bu fiziksel olaylar kimyasal ve
daha sonra biyolojik etkilerin olusmasma neden olur. Fiziksel olarak yiiklii partikiiller
(elektron, proton, agir iyonlar) ortamdan gecerken, gectikleri ortamda bulunan
elektronlarla etkilesirler ve iyonizasyon — eksitasyon siirecini baglatirlar. Notronlar yiiksiiz
partikiillerdir, v ve X 151 ise yiiksiiz oldugu gibi partikiil icermezler ancak bunlarda
gectikleri ortamda partikiillerle ayn1 fiziksel olaylar1 (iyonizasyon-eksitasyon) olustururlar.
Fiziksel etkilesimi takip eden kimyasal etkilesim, ortamda olusan sekonder elektronlarla
ortamda yer alan molekiiller arasinda gerceklesir (11).

Istma yapilmis hiicredeki hasarin komsu hiicrelere, hiicreler arasi gap-junctionlar,
lipid bosluklarinin yani sira radyasyona maruz kalmis hiicreler tarafindan salinan parakrin
ve endokrin faktorlerin araciligyla gectigini ve bu hiicreler {izerinde hasara sebep oldugunu
aciklayan Bystander etkisine ragmen cok gii¢clii kanitlar radyasyonun ana hedefinin DNA
oldugunu 1spatlamaktadir (20-22).

Iyonize radyasyonun hiicre diizeyindeki etkileri direkt veya indirekt yolla olur

ayrica DNA iizerinde radyokimyasal lezyonlar yine direkt veya serbest radikallerin



araciligiyla indirekt sekilde gerceklesir. Direkt etkisinde, radyasyondan absorbe edilen
enerji kendi bagma dogrudan DNA iizerinde iyonizasyon saglamaktadir. Indirekt
iyonizasyonla, radyasyon hiicredeki diger atom ve molekiillerle etkilesime girmekte, bu
etkilesime bagl olarak oOzellikle hiicredeki su partikiillerinden uzak alanlara diffiize

olabilen ve kritik hedeflerde hasara sebep olan serbest radikalleri olusmaktadir (14,23).
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Sekil 1. Radyasyonun Direkt ve Indirekt Etkisinin Sematik Goriiniimii (24).

Indirekt etkide, iyonizan radyasyonun suyla etkilesimi sonucu serbest radikal
olusumuna suyun radyolizisi denir. DNA hasara ugratildigi zaman, hiicre dongiisiinde
bozunma, hiicre oliimii, kok hiicre havzasinda azalma, organ fonksiyon yetersizligi
gerceklesir ve hatta radyasyon dozu yeterince yiiksekse organizma Oliime gidebilir.
Radyasyona maruz kalma veya serbest radikallerin hiicreye saldirmasina bagl olarak lipid
peroksidasyonu gerceklesir. Lipid peroksidasyonu kisa zincirli yag acillerinin, lipid-lipid,
protein-protein ve lipid-protein capraz bag olusumuna ayrica aminoasit oksidaysonu,
protein denaturasyonunu ve proteinler i¢cindeki disulfid baglarinin yikilmasina neden olur

(25).

H,O —=— H,0* + ¢© —— H,O" + e},
H,0* ——— - OH + H*
H,O —*— H,0* —— H - + - OH

Sekil 2. Suyun radyolize olusu (25).



Serbest radikaller eslenmemis elektron tasiyan bir molekiildiir, serbest radikallerden
en Onemlisi hidroksil radikalidir (OH e). Hidroksil radikalleri suyun oksidasyonu sonucu
direkt veya ikincil bir ROS olusturmak iizere iyonize radyasyon tarafindan olusturulur
(18). Ayrica biyolojik materyale radyasyon 1simasi siiresince serbest radikal
indirgeyicilerinin eklendigi deneylerde x-151n1 ve gamma 1simalarinin olusturdugu hasarin
3 te 2 sinin serbest radikallerle gerceklestirildigi gOriilmiistiir. Elektromanyetik
radyasyonlar (X 1s1n1, ¥ ve notronlar) indirekt iyonizandir. Bu tiir radyasyonlar dogrudan
biyolojik ve kimyasal hasar olusturmaz ancak ortam tarafindan absorbe edildikleri zaman
Compton sa¢ilimi, fotoelektrik olay veya cift olusumu asamalar1 araciligiyla enerjilerini
birakarak etkirler. X-1sinlar1 ekstraniikleer sekilde iiretilirler ve elektrik cihazlariyla
olusturulurlar (14). Gamma (y) 1sinlar1 ise intraniikleer iiretilirler (6r; radyoaktif
izotoplardan yayilan) yani, radyoaktif bir c¢ekirdegin kararli hale gec¢mesi esnasinda
parcalanarak agiga cikan fazla enerjinin, cekirdekten disar1 atilmasi sonucunda olusur

(14,26).

2.1.2. Cobalt ® Tedavi Aygiti

Dogal kobalt (Co) 27 proton, 32 notron, 27 elektrondan olusmus dogada kararh
halde bulunan, sert, kirilgan, hafif mavimsi renge sahip gri renkli bir metaldir. Ozellikleri
demir ve nikele benzer. Radyoaktif olmayan Co dogada cesitli mineraller i¢inde bulunur ve
binlerce yil boyunca cam ve seramigin yapiminda mavi renk verebilmek amaciyla

kullanilmugtr. Co®”’

1 bozunumu B tiirii bozunum ile baslar ve sonrasinda 1,17321 MV’lik,
1,33248 MV’lik iki gama 1simasi gozlenir.Co® 1n yari omrii yani radyoaktif cekirdek
sayisinin yariya inmesi icin gegmesi gereken siire 5,271 yildir. Genellikle pratik amaclar
icin radyoaktif elementin 10 t;;, siire gectikten sonra tiikendigi ve zararsiz hale geldigi
kabul edilir. Bu nedenle yaklasik 53 yil boyunca giivenli bir ortamda saklanmas1 gerekir.
Co®, dogada dogal halde bulunan radyoaktif olmayan Co™ cekirdeginin notronla
bombardiman edilmesi sonucu elde edilir. Notron kaynagi olarak ise her fisyon basina
ortalama 3,8 nétron yayimlayan Cf>* kullamlir. Uretilen notronlar fisyon sonucu elde
edildigi icin hizhdirlar fakat Co® sadece yavas notronlari absorbe eder. Bunu
gerceklestirebilmek i¢in notron kaynagimin da icine daldirilmis oldugu genis su tanklar

kullanilir. Burada su notronlan yavaglatan bir yavaslatict gorevi goriir. Co™ su tankimn

icinde Cf**nin ilerisine konur ve yavas nétronlart sogurmasi beklenir. Bu islem istenilen



aktiviteye baghh olarak birka¢c yil siirebilir. Su tanki ayrica calisanlar Cf**den
kaynaklanan radyasyondan korumaktadir.

Co® aygitinin 2 cm capinda silindirik bir kaynagi vardir ve aktivitesi genel olarak
5000 ile 15000 Ci arasinda degismektedir. 3000 ci’den daha diisiik aktiviteye sahip olan
kaynaklar yenileriyle degistirilir. Bu ise 5 ile 7 yil arast kullanimdan sonra kaynagin
yenilenmesini gerektirir.

Derinligi 10 cm’e kadar olan tiimérlerde Co® aygit1 performansh olarak
kullanilabilmektedir. Fakat daha derinde bulunan tiimorler i¢in daha iyi odaklama
yapabilen ve daha performansli olan lineer hizlandiricilarin  kullanilmasi tavsiye

edilmektedir (11).

Sekil 3. Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalinda yer alan
Alcyon-II Teleterapi cihazi.

2.1.3. Radyoterapiye Bagh Normal Doku Yaralanmalari

Normal doku iizerindeki radyasyon yaralanmalar1 serbest radikallerdeki artis ve
buna bagh oksidatif stresle biyokimyasal olarak kisa siire icgerisinde kendini
gostermektedir. Histolojik degisikliklerin gézlenmesi tedaviyi takip eden giinler, haftalar,

aylar hatta yillar icerisinde gozlenmeyebilir. Ornek olarak akcigerde yiiksek dozda 1s1maya



bagli hasar 6. haftaya kadar hafif sekilde seyretmesine ragmen bu haftadan itibaren yaygin
bir fibrozisle kendini gostermektedir. Buna karsin tek fraksiyon 15 Gy 1s1ma yapilan deney
hayvanlarinda calismanin 4. giiniinde sakrifiye edilen hayvanlardan alinan ince bagirsak
orneklerindeki jejunum mukozasinda, belirgin histolojik degisiklikler gerceklesmis, hatta
goblet hiicrelerinin tamamen ortadan kalkmasina neden olmustur. Bu anlamda histolojik
olarak doku iizerindeki hasarin mikroskobik olarak ortaya c¢ikis siiresi dokudan dokuya ve
uygulanan 1sinlama protokoliine gore degisiklik gostermektedir (27,28).

Radyasyon yaralanmalar1 semptomlarin gelismesi siiresine kadar genellikle akut,
dolaylt veya gec etkiler olarak siniflandirilir. Akut (erken) etkiler tedavi siireci icerisinde
veya birka¢ hafta icerisinde kendini gostermektedir. Dolayli (gecikmeli) etkiler akut
etkilerden sonraki siirecte gerceklesmektedir ve kalic1 akut etkilerden kaynaklanmaktadir.
Radyasyon uygulamasina bagli gec¢ etkiler aylar, yillar sonra ortaya ¢ikmaktadir. Akut ve
gec tanimlamalart radyasyon tedavisinde kolaylik saglamasi amaciyla kullanilmaktadir
ancak yaralanmanin hiicresel ve molekiiler mekanizmasi cok daha karmasik bir 6zellik
icermektedir. Bobrek gibi gec etkileri gosteren bazi organlarda radyasyon tedavisine bagl
erken etkiler gozlenmemesine ragmen ge¢ etkiler cesitli semptomlarla kendini
gosterebilmekte ve normal fonksiyonlarina devam edebilmektedir. Radyasyonun hiicrenin
G1, S ve G2 fazlarinda gecikmeye neden oldugu bilinmektedir . Iyonize radyasyonun

hiicresel etkilerinden biride kromozom yapisindaki kiriklardir (27,29-32).

2.1.4. Serbest Radikaller

Yapilarinda bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran reaktif atom veya
molekiillere Serbest Radikaller denir. Serbest Radikaller radikal olmayan maddeler ile
reaksiyona girerek yeni radikallerin olugsumunu saglayan zincirin aktivatorleri olup
omirleri oldukca kisadir (107 sn). Organizma tarafindan metabolik siire¢ icerisinde
tiretilmelerine ve ihtiya¢ durulmalarina ragmen ragmen 1s1, radyasyon gibi cevresel
etmenlere maruz kalinmasi durumunda da iretilirler. Organizma tarafindan kontrollii bir
sekilde iiretilen serbest radikaller ve serbest radikal indirgeyicileri olan enzimatik ve non-
enzimatik antioksidanlar arasindaki dengenin bozulmasi durumunda hiicreler ve dokular
icin oksidatif strese neden olmaktadirlar. Kisa Omiirlii olmalarina ragmen olusan serbest
radikaller karsilastiklar1 molekiillerle 107 gibi ¢ok daha kisa bir siirede reaksiyona girerek

hiicrelerde ve dokulardaki hasar1 olusturabilecek, hiicre o©liimiine neden olabilecek



yetenektedirler. Organ iizerinde radyasyonun neden oldugu tahribatin %60-70 inin olusan

OH radikalleri tarafindan gerceklestirildigi diisiiniilmektedir (14,33-36).

Tablo 1: Serbest Radikallerin Siniflandirilmasi

Reaktif Oksijen Tiirleri | Reaktif Nitrojen Tiirleri | Reaktif Siilfiir Tiirleri

(ROS) (RNS) (RSS)

Siiperoksid radikali (O2e-) Nitrik oksid (NOe) Thiyl radikali (RSe)
Ozon (0O3) Nitrik dioksid (NO2e)

Singlet oksijen (102) Peroksinitrik (ONOOe-)

Hidrojen peroksid (H202)

Hidroksil radikali (OHe)

Hipoklorik asit (HOCl)

Alkoksil radikali (ROe)

Peroksil radikali (ROQOe)

2.1.5. Radyoprotektorler

Radyoterapinin amaci normal hiicreler iizerinde olabilecek en az hasar1 olusturarak
kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasidir. Radyasyon hiicre DNA’sim1 yaralamaktadir ve
radyoterapinin nispi kurali hiicreyi oldiirebilecek yeterli yaralamanin gerceklestirilmesidir.
Eger yaralanmis olan hiicre kendi DNA’sin1 yenileyemezse, yasamini siirdiiremez ve
cogalamaz. Buna karsin radyasyon, normal hiicrelerde hasar olusturur ve bu durum
istenmeyen yan etkilere sebep olabilmektedir (37).

Serbest radikal indirgeyicilerinin radyasyon yaralanmalarindaki etkinligi ilk olarak,
bilim insanlarinin biitiin viicut 1g1malarinda organizmadaki toplam antioksidan kapasindeki
diisiis ve askorbik asit ve iirik asit gibi antioksidanlarin tiikenmesini fark etmeleriyle ortaya
cikmustir (38).

Radyoprotektif ajanlar, iyonize radyasyonun sebep olacagi normal doku hasarini
indirgeyen sentetik ve dogal serbest radikal indirgeyicileridir. Radyoprotektif ajanlar
baslica 4 grupta incelenirler: bunlar thiol bilesikleri, diger siilfiir bilesikleri, anestezik
ilaglar, analjezikler ve trankilizanlar gibi farmakolojik ajanlar ve WR-1065, WR-2721,
vitamin C ve E ve glutatyon gibi diger radyoprotektif etkili bilesiklerdir (39).

Serbest radikallerin etkisizlestirilmesi siireci, hidroksil radikali (OH*), hidroperoksil




radikali (HOO®) ve siiperoksid (O2+) gibi radyasyon etkisiyle olusan su metabolitlerinin,
eksojen ya da endojen bir takim ajanlar1 okside etmeleri neticesinde diger hiicre ici
yapilarla etkilesime girme yeteneginden yoksun kararli yapili bilesiklerin olusmasi
seklinde gerceklesir. Bu mekanizma sayesinde serbest radikallerin yagsamsal 6neme sahip
hiicresel molekiiller iizerindeki etkisi biiyiik 6l¢iide sinirlandirilmig olur (39,40).

Diger bir radyoprotektif etki mekanizmasi, serbest radikale hidrojen atomu
baglanmasidir. R - H seklinde sembolize edilen bir molekiiliin radyasyon ertkisiyle R=
(radikal R=) metabolitine doniismesi halinde, koruyucu etkili ajan, R= radikalinin yapisina
bir hidrojen atomu ekleyerek kararli yapidaki R - H formunun yeniden olusmasini saglar
(39).

Gectigimiz 60 y1l boyunca genis ¢apli klinik ¢alismalarla daha az toksik ancak daha
etkili uygulama yontemleri gelistirilmeye ¢alisilmistir (37).
En 1iyi bilinen radyoprotektorler sistein ve siteamine gibi siilfidril igeren bilesiklerdir ancak
bunlar bulanti, kusma gibi ciddi yan etkilere ve toksik degere sahip olabilmektedirler.
Bunun yami sira radyoterapiye veya kazara radyasyona maruz kalinmasinda karsilasilan
yan etkilerin indirgenmesi kullanilan radyoprotektiflerin kullanim yontemine ve
ozelliklerine baglidir (41-43).

Ideal bir radyoprotektif ajan belli bash kriterleri tasimalidir;
(a) Radyasyonun sebep oldugu yan etkilere kars1 6nemli bir koruma saglamalidir.
(b) Organin genel kisminda koruyucu 6zelligi olmalidir.
(c) Kabul edilebilir uygulama yontemi bulunmalidir.
(d) Kabul edilebilir bir toksisite profili ve protektif aralik 6zelligi bulunmalidir.
(e) Hesaplanan fiktar ve aktif iiriin bakimindan stabil 6zellik tagimalidir.
(f) Hasta veya personel icin olas1 diger ilaglarla genis bir uyumlulukta olmasi gerekir.

Giliniimiizde biitiin bu kriterleri tasiyan bir radyoprotektor bulunmamaktadir.
Sentetik tiyol icerikli radyoprotektif koruyucu 6zelligi kesfedilmis olan radyoprotektorlerin
tiretilmesine ragmen, yan etki profillerinden kaynakli toksisitesi daha diisiik, daha
giivenilir, stabil uygulama yontemi ve metoduna sahip ikinci jenerasyon ilaglarin

gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir (37).



2.1.5.1. Amifostin

Amifostin (etanetiyol, 2-(3-aminopropil) amino-, dihidrojen fosfat (ester)) 1950 lerde
Amerika Birlesik Devletleri’'nde yer alan Walter Reed Askeri Arastirma Enstitiisii’'nde
niikleer savas tehtidine karst radyoprotektif etkisi ve toksisitesi g6z Oniinde
bulunduruldugunda bircogu kimyasal madde arasinda en uygunu olduguna karar verilerek
tiretilmistir. Amifostin (WR-2721) inaktif formu olan WR-33278’e metabolize edilmeden
once membran bagimh alkalen fosfataz araciligiyla defosforilasyon sonrasi olusan ve
yapisinda yer alan serbest siilfirid grubu sayesinde aktif ve radyoprotektif formu olan WR-
1065’e doniisiir. Amifostin’in timor bulunduran hayvan deneylerinde normal dokularda
timorlii dokuya gore daha hizli konsantre edildigi gosterilmistir (44,45). Normal hiicre
DNA’sinda kiriklar ve hasar meydana getiren serbest radikalleri, alkile edici ve platinyum
bazli sitostatik ajanlar tarafindan olusturulan karbon iyonlarini ortadan kaldirarak yaptigi
diisiiniilmektedir. Amifostin’in normal hiicreleri secmesinde, aktif formu olan WR-1065’e
doniisiirken membran pH bagimli alkalen fosfatazi kullanmasi ve bunun normal
hiicrelerde, tiimoral dokuya oranla daha aktif durumda bulunmasinin etkisi oldugu
diistiniilmektedir. WR—2721 hiicre metabolizmasina katiliminda aktif transport sistemini
kullanmaktadir ve tiimoral doku mikrocevre pH degerinin normal dokuya oranla daha
diisiik olmasininda Amifostin’in timor dis1t dokuyu segmesinde yardimer bir faktor oldugu
bilinmektedir (45,46).

Amifostin, enjekte edildigi andan itibaren plazmada 1 dakikadan az siirede yikilir.
Eliminasyon yar1 6mrii 8 dakikadir. Uygulamayi takiben 6. dakikada ilacin %10’undan az1
plazmada bulunur. intraven6z infiizyondan 5-8 dakika sonra aktif metaboliti olan serbest
tiyol kemik iliginde gosterilmistir (47). Radyoterapi uygulamalarinda WR-2721 in timor
dis1 dokulardaki koruyucu etkinligi ve standart bir tedavi metodu heniiz gelistirilememistir
(3). Toraks 1s1masina yonelik yapilmis bir calismada konvansiyonel protokol cercevesinde
(55-60 Gy) 1s1ma yapilmis 146 hastada amifostin koruyucu nitelikte gosterilmistir ancak
75 mg/m? amifostin injeksiyonu yapilan 83 hastanin dahil edildigi bir calismada koruyucu
etkisinin olmadig1 belirtilmistir (48,49).

Radyoterapi kaynakli iyonize radyasyona maruz birakilan ratlarin ince bagirsak
histolojik kesitlerinde polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu, hemoraji ve vakuolizasyon
gibi patolojik bulgulara ulagilmistir ancak i1simadan 30 dk ©nce 200mg/kg WR-2721

injeksiyonunun bu morfolojik bozunmalar1 indirgedigi bildirilmistir (50).
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2.1.5.2. Melatonin

Melatonin (5-methoxy-N-acetyltryptamine), epifiz bezinde yer alan, biiyiik
cekirdekleriyle diger hiicrelerden histolojik olarak ayirt edilen pinealositlerden salinir ve
fotoperiyod ile ilgili bilgiyi viicudun fizyolojisine aktararak sirkadyen ritmin ve
organizmanin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar. Melatonin sekresyonunun
aydinlik/karanlik sikliisii ile iligkisi bu hormonu endojen bir senkronizor olarak diisiindiiren
bir hormondur (51-53).

Kan damarlarindan alinan triptofan pinealositler tarafindan hidroksile ve
dekarboksile edilerek serotonine doniistiiriiliir. Serotonin, N-asetil transferaz tarafindan N-
asetil-serotonine doniistiiriilir ve bu formuda hydroxyindole-O-methyl transferase
(HIOMT) enzimi tarafindan metillenerek mealtonine doniistiiriiliir (54). Sentezi takiben

melatonin pinealositlerden hizli bir sekilde salgilanir.
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Sekil 4. Melatonin biyokimyasal sentezi (55).

Melatonin siklofosfamid, bleomisin, gentamisin, eritropoietin, indometasin,
izoniyazid, fenobarbital, karbamazepin, haloperidol, sisplatin, asetaminofendemir ve
doksorubisin gibi ilaclarin sebep oldugu toksisiteyi azalttigi ve ilacin etkinliginde artis
sagladigr goriilmistiir. (56,57). Ayrica pre-klinik calismalarda melatoninin tiimor
olusumunu Onleyici veya diizenleyici onkostatik 6zelligi gosterilmistir (58). Melatonin’in

radyoprotektif etkisine yonelik yapilmis bir c¢alismada 25 Gy 1sima yapilan ratlarda
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epifizyal biiylime plag1 iizerinde melatoninin koruyucu etkileri belirtilmistir (59).
Radyasyon uygulamasina bagli toksisitenin indirgenmesinde melatoninin etkinligi ve
radyoterapi Oncesi uygulanan melatoninin hiicresel DNA hasarini1 indirgemede ve lipid
peroksidasyonunu azaltmadaki rolii gosterilmistir (60). Dolayisiyla melatonin’in
radyoprotektif etkisi ve diisiik toksisitesi sayesinde radyoterapi uygulamalarinda bir

protektif ajan olarak kullanilmas1 miimkiindiir.

2.1.5.3. N-asetilsistein (NAC)

Cesitli cevresel faktorlerin sebep oldugu oksidan faaliyetlerini indirgemesinden
otiirti tiyol bilesiklerin kullanim alani her gecen giin artmaktadir. N-asetilsistein (NAC), L-
sistein’in N-asetillenmis formudur. Mukoregiilator 6zelligi, dogal sisteinin en az toksik
formu olmasi, daha cok siilfidril grubu icermesi ve ¢oziiniirliigiiniin daha iyi olmasindan
otiirii klinikte siklikla kullanilmaktadir (61).

NAC diisiik molekiil agirliklt olup suda ve diger coziiciilerde % 22 oraninda
coziilebilir ayrica fizyolojik kosularda pH’s1 stabildir. Ila¢ alindiktan kisa bir siire sonra

kana karisir ve biitiin dokulara yayilir.

0
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Sekil 5. N-asetilsistein’in molekiiler yapisi (62).

N-asetilsistein’in mukoregiilator 06zelligine bagli mukolitik etkisi, balgamdaki
stilfidril baglarim1 kirmasiyla gerceklesmektedir. Sistein amino asidinin glutatyona (GSH)
doniisiimiinde bir ara iirii olan NAC klinikte mukolitik 6zelliginin yam sira parasetamol
(asetaminofen) detoksifikasyonunda, pnomoni, siniizit tedavisi, amanita phalloides
zehirlenmeleri, kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH) tedavilerinde kullanilir ayrica
NAC ve GSH degisik dozlarda mutajen ve karsinojenlerin etkilerini inhibe eder (63-66).

NAC serbest oksijen radikallerini dogrudan inhibe ederek (direkt), GSH sentezini

artirarak (indirekt) antioksidan etkisini organize eder. N-asetilsistein, serbest radikallerden
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OH™, O2" ve hidrojen peroksit radikallerini indirger (67). Endojen olarak sentezlenen
NAC, sisteine benzer sekilde serbest radikalleri siilfidril grubuyla baglar. Hem oral hemde
intraperitonal NAC uygulamasi, GSH diizeylerini arttirir ve malondialdehit (MDA)
diizeyinde diisiise sebep olur (68).

Yapisinda tiyol bilesigi tasiyan bir antioksidan olmasindan dolay1 deney hayvanlari
tizerinde tek doz 1s1ma yapildiginda lipid peroksidasyonunun en 6nemli markeri olan MDA
ve DNA kiriklarindaki diistisle radyoprotektif 6zelligini gostermektedir (69). Yapilmis bir
pre-klinik calismada radyasyona bagli olusan dermatit, 1s1ma oncesi 1000 mg/kg NAC
yapilan grupta azalmistir (70). Yapilmis klinik ve deneysel calismalarin dogrultusunda
reaktif elektrofil molekiillerin ve serbest radikalleri indirgemede nonenzimatik aktivite

gosteren NAC antioksidan 6zelligiyle bir radyoprotektif ajan olarak kullanilabilir (71).
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2.2. Uterus
2.2.1. Rat Uterus Anatomisi

Rat uterusu boynuz seklinde, bikornuat yapisiyla abdominal boslugun heriki
kenarinda yer alir. Kornular bobregin alt kutbuna kadar uzanir (72-74). Uterin kornularin
liimeni birbirinden tamamen ayrilmis ve vajinal liimene ayrilmis eksternal orifis (portio
vaginalis uteri) araciligiyla agilir. Uterin boynuzlar dorsal abdominal kavitede yer alirken
uterin govde ve vajina rektumun dorsalinde ve mesanenin ventralinde konuslanmaktadir
(75). Anatomik yonden farkliliklar olmasina ragmen insan ve rat uterusundaki mikroskopik

yapilanmalar aynidir.

Ovaryum

Bicorniuterus

Cervix

Sekil 6. Rat uterusunun genel goriintiisii. (76)

2.2.2 Rat Uterus Embriyolojisi

Embriyolojik olarak genital sistem mezoderm kokenlidir. Disi ve erkek
embriyolarinda iki ¢ift mezonefrik (Wollfian) ve paramezonefrik (Miillerian) kanallar
bulunmaktadir. Mezonefrik kanallar erkek iireme sisteminin gelisiminde ©nemli iken,
paramezonefrik kanallar disi iireme sisteminde onem tasimaktadir. Testesteron hormonu
disi embriyolarinda olmadigindan mezonefrik kanallar geriler. Sertoli hiicrelerince
salgilanan Miiller baskilayici madde yoklugundan paramezonefrik kanal (Miiler kanali)
gelisgir. Ratlarda embriyonal gelisim Theiler Stage (Theiler evresi) olarak adlandirilan
donemlere ayrilir. Theiler evre-24 (TS24) yani koitumdan 16 giin sonrasinda (16 dpc)
paramezonefrik kanaldan uterusun kornulari, tuba uterina, serviks ve vajinanin iist kismi
gelismeye baslar ayni anda iirogenital siniis’iin kaudalinden vajinanin alt kismi gelisir ve

vajinanin her iki kistm birbiriyle aym1 donem icerisinde kaynasir. Uterusta yer alan
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miyometriyal kas kiitlesi ise TS25 te yani 17-dpc de gelisir. 21-23 giin siiren gestasyon
sonrasi disi ratin dogumu gerceklesir disi ratlarda vajinal kanalin postnatal 33-42 giin sonra

acilmasiyla pubertaya girer (74,77,78).

2.2.3 Rat Uterus Histolojisi

Histolojik olarak uterus 3 tabakadan olusmaktadir, liimenden disa dogru;
¢ Endometriyum
e Miyometriyum

e Perimetriyum’dur.

E

E
e
=
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Sekil 7. Uterusun histolojik goriintiisii (72).

2.2.3.1. Endometriyum

Uterusun mukozasini olusturan endometriyum, epitel ile basit tiibiiler bezler iceren
lamina propriyadan olugsmustur. Uterin bezler miyometriyuma yakin boliimlerden bazen alt
dallanmalar gosterir, epiteli tek kath silyali ve salgilayict silindirik epiteldir ayrica basit
tiibiiler yapidadir. Lamina propriada bag dokusu fibroblastlardan zengindir ve bol miktarda
temel madde icerir. Bag dokusu lifleri cogunlukla Tip III kollajendir.

Uterus ratlarda insandakine benzer sekilde mukoza (endometriyum), diiz kas
tabakast (miyometriyum) ve adventisya (perimetriyum) dan olusmustur. Endometriyal
propriada yer alan uterin bezler tek sirali kolumnar epitelden olusmustur. Rat uterusunda
yaslanma endometriyumda kollajen artisi, pasif uterin bezler, ayrica bezlerin ¢ogunda

mitoz goriilmeyisi ve daginik diizenlenme ile karakterize edilir.
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miyometriyum (M), bazal tabaka (SB), fonksiyonel tabaka (SF) (72).

Siklikla yasi ilerlemis ratlarda endometriyal kist ve glandular kistik hiperplazi
gozlenir. Insan ve yiiksek primatlar disinda kalan memelilerde menstrual dongiiye karsilik
gelen oOstrus siklusu mevcuttur. Ostrus siklusu tiirden tiire degisiklik gosterip bazi

hayvanlarda mevsime bagimli olarak gerceklesmektedir (50,75,79,80).

Sekil 9. Endometriyum liimeninin renklendirilmis taramali elektron mikroskopik

goriintiisii (81).
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2.2.3.2. Miyometriyum

Uterin duvarin en kalin tabakasi olan miyometriyum uterusun bag dokusu ile
ayrilmis diiz kas demetlerinden olusmaktadir, ayrica miyometriyum tuba uterina, vajina ve
uterus ligamentlerinde yer alan diiz kas demetleriyle iligki halindedir. Miyometriyum
birbirinden ayirt edilemeyen 3 tabakadan olusmustur. Orta tabaka bircok genis kan damari
(vendz pleksuslar) ve lenf damarlar1 bulundurmakta olup, stratum vasculare olarak
adlandirilip miyometriyumun en kalin tabakasimi olusturur. Endometriyumun i¢ ve dis
tabakalar1 ise longitudinal seyretmektedir. Gebe olmayanlarin uterus diiz kas hiicreli ~5um
uzunlugundadir. Gebelik boyunca uterus hacimce biiyiimektedir. Bu biiyiime primer olarak
mevcut kas hiicrelerinin hipertrofiye olarak 50 pm ye varan uzunluklara ulasmasiyla,
ikincil olarak ise mevcut kas hiicrelerinin boliinmesi veya farklilasmamis mezensimal
hiicrelerin diiz kas 6zelligi almas1 sonucu miyometriyal alandaki yeni ipliklerin olusumuyla

kendini gosterir. (51,72).

2.2.3.3. Perimetriyum

Uterusun dis serdz tabakasi veya visseral peritonal oOrtiisii olan perimetriyum, pelvik
ve abdominal peritona uzanmakta ayrica mezotel ve ince bir gevsek bag dokusundan
olugmaktadir. Mezotelin altinda elastik doku tabakas1 genellikle belirgindir. Perimetriyum
posteriyor alanda uterusun biitiin yiizeyini kaplamasina ragmen anterior bolgede sadece
belli bir kismi Ortmektedir. Anterior ylizeyin diger kisimlart bag dokusu veya

adventisyadan olusmaktadir (72).

2.2.4. Uterus Arteriyel, Venoz, Lenfatik Dolasim ve Uterusun innervasyonu

Ratlarda uterusa kan akis1 mezometriyum adi verilen diizlemsel bir bag dokusundan
gecen uteroovarian (prametrial) arterler tarafindan saglanir. Mezometriyuma kanin gelis
yonii hem uterin hemde ovarian u¢ kisimlardan cift yonlii olarak gergeklesir.
Mezometriyumda arkuat arter dalarinin uzantilart radyal arter (mezometriyal veya
segmental arter) seklinde uterus duvarinda iceri girer. Endometriyuma kadar uzanan bu
arterler daha sonra lokalizasyonuna bagli olarak preplasental veya premiyometriyal olmak

tizere adlandirilir (82).
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Sekil 10. Insan ve Ratta uterusun kanlanmasinin sematik gosterimi. insan uterusu (A), rat

uterusu (B) (82).

Uterus ayrica inferior hypogastric plexusus’un sempatik ve parasempatik sinir
uzantilartyla innerve olur (83). Lenfatik drenaj renal ve iliyak lenf diiglimlerine olur
burdanda cisterna chyli ve torasik kanallara gecer. Lenfatik damarlarin cogunlugu

miyometriyal alanda yer alir endometriyumda ise olduk¢a daginik ve kiiciiktiir (84)

2.2.5. Genital Siklus

Insan ve yiiksek primatlarda gerceklesen menstrual siklustan belli 6zellikleriyle
farkli olarak rat ve farelerde Ostrus siklusu olarak adlandirilan reprodiiktif dongii
mevcuttur. Menstrual ve Ostrus siklusu arasindaki baslica fark, menstrual siklusta uterus
kavitesine dokiilen ve vajina yoluyla disar1 atilan epitel hiicrelerinin aksine Ostrus
siklusunda yikima ugrayan epitel hiicrelerinin absorbe edilmesidir. Ostrus gosteren koyun,
kopek gibi hayvanlarin aksine, ratlar insanlara benzer sekilde mevsimden bagimsiz
reprodiiktif siklus gosterirler (84). Insanlar menstrual dongiisii sonucunda oosit iiretip
overlerinde korpus luetum gelismesine ragmen, ratlar spontan ovulasyon gercgeklestirir
ancak koital stimulasyon gerceklesmedigi taktirde yogun salgi yapan gelismis bir korpus
luteum olusturmazlar, bu sayede rat ve fare gibi kisa siireli siklusa sahip polidstrik
hayvanlarda gebe olunmasi disinda gonadotropin baskilanmasi gerceklesmez ve yeni bir

folikiiliin gelisimi cok kisa siirede gerceklesebilir (86).
2.2.5.1. Ratlarda Ostrus Siklusu

Ratlar poliostrik hayvanlardir, strus siklusu ortlama 4-5 giin siirmektedir. Ostrus

siklusu laboratuvar kosullarida dahil olmak iizere mevsimden bagimsiz olarak yil
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icerisinde diizenli bir sekilde tekrarlamaktadir (87, 88). Siklus 4 doneme ayrilmaktadir;
Proostrus, Ostrus, metostrus ve didstrus. Prodstrus 12 saat siirer. Bu evrenin sonunda disi
erkegi kabul etmeye baslar. Vajinal sitolojide ¢ekirdekli epitel hiicreleri goriiliir. Ostrus
evresi de 12 (9-15) saat siirer. Disi erkegi kabul etmeye devam eder ve lordozis (sirtin
icbiikey yapilip genital bolgenin aciga ¢ikarilmasi) gozlenir. Sitolojiye hakim olan hiicre
tipt cekirdekli hiicrelerdir (%75). Geri kalanimi (%25) kornifiye hiicreler olusturur.
Metostrus 21 saat siirer ve artik disi erkegi kabul etmez. Cekirdekli ve kornifiye hiicrelerle
beraber ¢ok sayida akyuvar goriiliir. Diostrus 57 saat siirer ve vajinal sitolojide akyuvarlar
goriiliir. Ostrus, davramistaki de@isimin gozlenmesi, vajinal sitoloji veya elektriksel
empedansin Olgiilmesiyle belirlenir (89). Siklusun agamalari bu sitolojik muayne ile tespit
edilebilir. Korpus luteum en biiyiik oldugu haline erken didstrus doneminde ulasir ve
Ostrus siklusunun 2. giiniinde en yiiksek progesteron degerine ulasilir. Ovaryum ve
follikiiler degisimlere neden olan ve vajinal sitolojide tespit edebildigimiz siklik
degisiklikler 6n hipofizden salinan gonadotropinler tarafindan diizenlenir. LH pulsatile
sekilde salinir ve en diisiik diizey Ostrusta gozlenirken en yiiksek frekansa prodstrusta
ulasilir. LH atimi (pulse) GnRH saliniminin miktarina bagh olarak degismektedir (90).
Proostrusta 0,9-1,0 mm capidaki preovulatuar folikkiillerde LH dalgalanmasi ovulasyonun
meydana gelmesine ve corpora lutea’nin sekillenmesine neden olur. Kiicgiik folikiillerin
gelisimi iki adet preovulatuar FSH dalgasinin stimulasyonu ile gerceklesir (91). ilk dalga
LH dalgasi ile alakal1 ve ikinci dalga ovulasyon sonrasi inhibindeki azalma ile iliskilidir
(93,94). Rat follikiillerinde yapilan calismalar 17-o-Hidroksilaz ve aromataz mRNA
diizeyinin preovulator Lh dalgasindan Once artis gosterdigini ortaya koymustur (94,95).
Metostrus siiresinde corpora lutea’dan progesteron sanlimi gerceklesir. Didstrusta azalan
progesteron ve artan Ostradiol-17f’ya baglhh olarak folikiiler gelisim tekrar baslar.
Proostrusta gerceklesen Ostrojen piklerinin ovulasyona neden olan gonadotropin salinimini
indiiklemesiyle siklus tamamlanir. Progesteron salinimiyla dogrudan korele olmamasina
ragmen prolaktin salinimida luteotropik mekanizmaya katilmaktadir. Vazektomi, erkek rat
bulunmasi veya mekanik etkenler ile servikal uyarilarin olmasi (elektriksel uyarilar) ayrica
diizenli bir sekilde yiiksek oranda prolaktin, Ostrojen, androjen uygulamalar1 disi ratlarda
pseudopregnancy (yalanci gebelik) olusmasina neden olur ve bu yalanci gebelik 12-14 giin
siirer (96). Serviksin uyarilmasiyla gerceklesen yalanci gebelikte; dilirnal ve nokturnal

serum prolaktin seviyesinde dalgalanmalar olusur, ayrica prolaktin dalgalanmalar1 luteal
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LH reseptorlerini arttirarak corpus luteumlart uyarir ve progesteron salinimi artar, bu
hormonal dalgalanma yalanci gebelige neden olmaktadir ve yalanci gebeligi sonlandiran
luteolitik mekanizma tam olarak bilinmemektedir (97,98). Barinaklarda hayvanlarin maruz
kaldiklar1 aydinlik evrenin uzamasi Ostrus siklusunu etkiler. Siirekli 151k uygulamasi
persistent Ostrus ve polikistik ovaryum olusumuna neden olur (99). Proostrus ve Ostrus
insandaki folikiiler faza (proliferatif faz) , metostrus ve diostrus ise luteal faza (sekretuvar

faz) karsilik gelmektedir (100).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Deney Hayvanlar: ve Temini

Deneysel calismanin yiiriitiilmesi icin Dicle Universitesi Prof. Dr. Sabahattin
Payzin Saglik Bilimleri Arastirma ve Uygulama Merkezi (DUSAM) ‘nden etik kurul onay1
(12.06.2012 tarihli ve 2012/35 nolu izin) alindiktan sonra temin edilen 56 adet Sprague
Dawley cinsi yetiskin disi rat kullanildi. Hayvanlar her grupta 7 hayvan olacak sekilde 8
gruba ayrildi. Hayvanlar deneysel asamadan 1 hafta 6nce agirliklar tartilarak polikarbon
kafeslere ayrildi, hayvanlarin ortalama agirlign 190+10 gr olarak olgiildii. Deney
hayvanlarmin standart yem ve suya ad libitum erisimi saglandi. Deney siiresince
hayvanlarin barindirildig: tinitenin sicakligt 21+2 °C  ve nem oram1 %50-70 olarak
ayarlandi. Adaptasyon ve uygulama siireleri boyunca hayvanlara 12 saat aydinlik, 12 saat
karanlik 151k periyodu uygulanmistir. Deneysel c¢alisma siiresince 9:00-10:00 saatleri
arasinda hayvanlarda gerekli bakimlar ve kontroller yapilmistir. Uygulama boyunca
anesteziye alinmasi gerektigi durumlarda (1s1ma ve injeksiyon Oncesi, sakrifikasyon
asamasi) i.m. 10 mg/kg Ksilazin HCL (Ksilazol, Provet) ve 70 mg/kg Ketamin (Ketasol,

Richter pharma ag. Avusturya) ile derin genel anestezi saglandi. Biitiin caligma siiresince

hayvanlara yapilacak islemler etik kurallar cercevesinde gerceklestirildi.
3.2. Deneyin Diizenlenmesi
Bu arastirma bir randomize kontrollii deneysel calismadir. Deneye alinan 56 adet

yetigskin Sprague Dawley cinsi disi rat asagida belirtildigi sekilde gruplara ayrilmastir.

Tablo 2: Deney diizeneginin sematik goriintiisii

Grubun Adi Grubun Kodu | Hayvan Sayis1 | Radyasyon Dozu Ajan Ajan Dozu

1 Kontrol K 7 - - 0

2 Amifostin WR2721 7 Amifostin (WR2721) 200 mg/kg i.p.
3 Melatonin M 7 Melatonin 25 mg/kg i.p.
4 N-Asetilsistein NAC 7 N-Asetilsistein 500 mg/kg i.p.
5 Radyasyon R 7 10 Gy 0

6 Rad.+Amifostin R + WR2721 7 10 Gy Amifostin (WR2721) 200 mg/kg i.p.
7 | Rad.+Melatonin R+M 7 10 Gy Melatonin 25 mg/kg i.p.
8 | Rad.+N-asetilsistein R +NAC 7 10 Gy N-Asetilsistein 500 mg/kg i.p.
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Istma yapilacak gruplar (R, R+WR, R+M, R+NAC) anesteziye alinarak Dicle
Universitesi Tip Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi Anabilim Dalinda yer alan Alcyon-II
Co® (General Electric) teleterapi cihaziyla gama isimasi yapildi. Hayvanlara 30x30
biiytikliigiindeki alana 80 cm mesafeden hayvanlarin cornu seklindeki uterus ve overleri
icine alacak bir sekilde abdominal-pelvik bolgeye tek fraksiyon 10 Gy 1s1ma
gerceklestirildi. Melatonin injeksiyonu yapilacak gruplara (M ve R+M) 25 mg/kg
injeksiyon hedeflendigi icin totalde 66,5 mg melatonin (Sigma, M5250) 1 ml etanolde
coziildii ve 14 ml ye steril su ile konsantre edildi. Hazirlanan bu fotosensitif ¢ozeldi 151k
gecirmeyen bir kap igerisinde serin ortamda hazirlandi ve her hayvana 1ml olacak sekilde
1.p. injeksiyon gerceklestirildi. NAC injeksiyonu yapilacak gruplara (NAC ve R+NAC)
500 mg/kg dozu hedeflendigi icin hayvan basina 90 mg lik NAC injeksiyonuna ihtiyag
duyuldu. Bu amagla 0,95 ml NAC (Asist ampul, Bilim ilag, Tiirkiye 300 mg / 3ml) i.p.
olarak hayvanlara enjekte edildi. Amifostin (WR2721) uygulanacak gruplara (WR ve
R+WR) hayvan basina 200 mg/kg injeksiyon hedeflendigi icin 532 mg hik amifostin
(WR2721 / Ethyol, 500 mg flakon, Er-kim ilag, Tiirkiye) 14 ml steril su icinde c¢oziilerek
hayvan basina 1 ml ¢6zelti hayvanlara enjekte edildi. Hem radyasyon 1s1masi1 yapilmayan
ancak ajan injeksiyonu gerceklestirilecek gruplara (WR, M, NAC) hemde 151ma yapilacak
gruplara (R+WR, R+M, R+NAC) 10 Gy lik 1is1madan 15 dk 6nce 1.p. sekilde ilgili ajanlar
uygulandi. Kontrol grubu (K) hi¢bir uygulamaya tabi tutulmazken, radyasyon (R) grubuna

hicbir enjeksiyon gerceklestirilmeden sadece 10 Gy abdomino-pelvik 1s1ma uygulanmistir.
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Sekil 11. Anestezi altina alinan disi ratlara 1s1ma yapilmasi.
3.3. Deneyin Sonlandirilmasi

Biitiin gruplarda yer alan toplam 56 hayvan deneyin baslamasindan 48 saat sonra
sakrifiye edilmistir. 48 saat icerisinde sakrifiye etmemizin amaci; 151n tedavisi veya kazara
radyasyona maruz kalimina bagli normal doku yaralanmalarinda, dokularin birbirinden
farkli sekilde ve siirede hasar1 gostermesi ve akut donemde iyonize radyasyonun uterus
tizerinde olusturdugu morfolojik degisiklikleri degerlendirmek ayrica deney hayvanlarinda
56 saat siiren diostrus doneminin standart hale getirilmesidir. Bu amagla intra miiskiiler
(i.m.) Ketamin ve Ksilazin anestezigiyle derin anestezi altina alinmistir. Intra kardiyak kan
alimiyla hayvanlar sakrifiye edilmis dokularin kanlanmasi engellenmistir. Batim bolgesi
acillan hayvanlardan mesaneye komsu durumda yer alan kornular halindeki uterus ve
ovaryumlar serviks bolgesi, uterus ve ovaryumlari besleyen mesosalphix bolgesinden
kesilerek cikartildi. Cikartilan uteruslardan sag kornudan ovaryan kutup ve servikal kutbun
tam orta kismina gelecek sekilde dokular kesildi ve alinan uterus 6rnegi %10 luk notral

formalin igerisinde fikse edildi.

3.4. Histolojik Takip ve Boyama
Gruplardan alinan doku ornekleri %10’luk tamponlanmis nétral formalin igine
almip 16 saat bekletilip tespit islemi gerceklestirildi. Tespit edilen dokular 12 saat akarsu

altinda yikanarak formalin soliisyonundan arindirildi. Daha sonra sirasiyla, %30, %50,
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%70, %80, %90 ve %96’lik alkollerde 8 saat bekletilen dokular absolut alkol (%99.9)
icerisinde 2X20 dakika bekletilerek dehidratasyon islemi tamamlandi. Seffaflastirma ve
alkolii dokudan uzaklastirmak icin 2X15 dakika ksilolde bekletilen dokular 1/1 hacimde
parafin/ksilol igerisinde 1 saat bekletildikten sonra, saf parafin icine alinmip 4 saat kadar
daha bekletildi. Infiltrasyon isleminin ardindan parafin bloklara gomme islemi
gerceklestirildi. Her bir parafin bloktan, tam otomatik rotary mikrotom (Leica RM
2265,Germany) yardimiyla 4-6 pm kalinhiginda kesitler alindi. Elde edilen kesitlere
Hematoksilen-Eosin (H-E), Masson trikrom ve Periyodik Asit Schiff (PAS) ve TUNEL
Assay metodlart uygulandi. Hazirlanan preparatlarin degerlendirmesi Nikon Eclipse 801

mikroskop (Nikon, Japonya) ve NIS Elements V 3,09 programlariyla gerceklestirilmistir.

3.5. Hematoksilen-Eozin boyama protokolii

1.Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden gecirilip

distile suya kadar getirildi.

2.Filtre edilmis Harri’s hematoksilen soliisyonunda yaklasik olarak 8 dakika kadar

bekletildi.
3.Kesitler 5 dakika akarsuda bekletilerek, hematoksilen artiklarindan arindirilda.

4.Differensiyasyonu saglamak i¢cin % 1 lik asit-alkol solusyonuna 1 kez batirilip ¢ikarilan

dokular tekrar gesme suyundan gegcirilerek yikanmalari saglandi.

S.Amonyakl suda cekirdekler parlak mavi oluncaya kadar bekletildi.

6.0n dakika cesme suyunda yikandi ve %80’lik etil alkolde 1-2 dakika bekletildi.

7.Z1t boyama i¢in eozin-floksin solusyonunda 2 dakika bekletildi.

8.Dehidratasyon ve parlatma i¢in yiikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden
gecirilerek, entellan ile kapatildi.

3.6. Periyodik asit Schiff boyama protokolii

1.Parafin kesitler ksilolde deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden gecirilip
distile suya kadar getirildi.

2.Peryodik asitte 5 dakika bekletildi.

3.Distile suda ¢alkalandi.
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4.Coleman schiff’de 8 dakika bekletildi.

S.Akar suda 5 dakika yikandi.

6.Harris Hematoksilende 3 dakika bekletildi.

7.Cesme suyunda calkalandi.

8.%1’1ik Asit alkole batirilip ¢ikarild.

9.Cesme suyunda yikandi.

10.Dehitratasyon ve parlatma icin yiikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden

gecirilerek, entellan ile kapatildi.

3.7. Masson trikrom boyama protokolii

1.Parafin kesitler ksilol de deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden gecirilip
distile suya kadar getirildi.

2.Bouin soliisyonunda 56 C*’de etiivde 1 saat bekletildikten sonra ¢ikarilip oda sicakliginin
oda 1s1s1na gelmesi beklendi.

3.Cesme suyunun altinda bouin ¢ikincaya kadar bekletildi.

4.Weigert solusyonunda 10 dakika bekletildi.

S.Distile suyunda calkalandi.

6.Gomori’de 11 dakika bekletildi.

7.%0,5 asetik asit solusyonuna batirilip ¢ikarildi.

8.Dehidratasyon ve parlatma i¢in yiikselen derecelerde etil alkol serilerinden ve ksilolden

gecirilerek, entellan ile kapatildi.

3.8.TUNEL Assay protokolii

1.Parafin kesitler ksilol de deparafinize edilerek, azalan alkol derecelerinden gegirilip
distile suya kadar getirildi.

2.PBS te 2 seri 5 er dk yikama islemi gerceklestirildi.

3.Permeabilizasyon solusyonu icinde (%0.1 Triton X-100, %0.1 Sodyum sitrat) +4 °C de
10 dk siireyle permeabilizasyon gerceklestirildi.

4.PBS te 2 seri 5 er dk yikama islemi gerceklestirildi.

5.TUNEL kiti olarak In Situ Cell Death Detection Kit, AP (Roche, Kat. No: 11 684 809
910) kullanildi. Kit icerisindeki enzim solusyonu (Vial 1) ve isaretleme solusyonu (Vial 2)
1:9 oraninda hazirlanip, 1:1 oraninda TUNEL Dilution Buffer (Roche, Kat. No. 11 966 006
001) ile dilue edildi.
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6.Hazirlanan solusyon kesitlere karanlik ortamda 37 °C de 1 saat siireyle uygulandi.

7. PBS te 2 seri 5 er dk yikama islemi ve florasan mikroskop altinda kontrol edildi.
8.Kesitlerin iizerine kit iceriginden ¢ikan Converter-AP (Vial 3) 30 dk uygulandi.

9. PBS te 2 seri 5 er dk yikama islemi gerceklestirildi.

10. Fast Red (Roche) substrat hazirland1 ve kesitlere uygulandi.

11.Pozitif sinyal 151k mikroskobunda kontrol edildi ve goriildiigii gibi reaksiyon PBS ile
durduruldu.Akabinde 2 seri 5 er dk PBS te yikama igslemi gerceklestirildi.

13.Hematoksilen ile zit boyama yapildi, akar sudan gecirilip, 2 seri PBS te 5 er dk yikandi.
14. Keiser’s gliserol jelatin (Merck, Kat. No: 109242) ile kesitler kapatildi.

3.9. Istatistiksel Analiz
TUNEL Assay uygulanip 1s1k mikroskobu altinda degerlendirilen kesitlerde;
Luminal epitelde her kesit i¢in rastgele bir alandan tek bir yonde hiicreler sayildi.

Sayim esnasinda 100 e ulasildiktan sonra TUNEL pozitif sinyal hiicre yiizdesi hesaplanda.
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Sekil 12. Pozitif sinyal veren luminal epitel sayimi. Pozitif sinyal; (+), Negatif sinyal; (-).

Stromal pozitif sinyal yiizdesi i¢in stromal alan 48 adet esit boyutta kareye boliindii.
Sayimlar sol iistteki kutudan baslayarak yapildi. Bolgeleri sinirlayan ¢izgilerin hizasina
gelen hiicreler tekrar sayilma ihtimaline kars1i sayima dahil edilmedi ve 100 sayisina
ulasildiginda sayim islemi sonlandirildi. Her bir kesit icin bu islem 3 farkli alanda

gerceklestirildi ve elde edilen 300 hiicre igerisindeki pozitif sinyal yiizdesi hesaplandi.
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Sekil 13. Pozitif sinyal veren stromal hiicrelerin sayimi. Pozitif sinyal; (+), Negatif sinyal;
).

Uterin bez yiizdeleri hesaplanirken uterusun farkli yerlerinden rastgele secilen 3
adet bezdeki pozitif sinyal veren ve bezdeki biitiin hiicreler sayildiktan sonra her bez i¢in

teker teker pozitif sinyal veren hiicre yiizdeleri hesaplandi
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Sekil 14. Pozitif sinyal veren uterinal bez hiicrelerinin sayimi. Pozitif sinyal; (+), Negatif

sinyal; (-).

Elde edilen pozitif sinyal yiizdeleri non-parametrik Kruskal Wallis testi ile
degerlendirildi. Sonuglar ortalama + SE (standart hata) olarak ifade edildi ayrica Luminal
epitel i¢in 0.01’in altindaki (p<0.01), stromal hiicreler icin 0.001’in altindaki (p<0.001) ve
uterinal bezlerde 0.0001’in altindaki (p<0.0001) p degerleri istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. H&E, Masson Trikrom ve PAS Bulgular:
Kontrol grubu: Didstrus siklusuna 6zgii normal rat uterusu histolojik yapisi

izlendi (sekil 15-17).

Sekil 15. Kontrol grubu rat uterusu kesiti. Luminal epitel, endometriyal bezler ve

miyometriyumun normal histolojik yapida izlenmektedir (Masson Trichrome, Bar: 100

pum).

Sekil 16. Kontrol grubu rat endometriyum kesitinde normal yapida izlenen endometriyum

(H&E, Bar: 50um).
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Sekil 17. Kontrol grubu rat endometriyumu. Luminal epitel (ep) ve uterinal bezler (ub)

normal yapida izlenmektedir (PAS, Bar: 50pum).

Amifostin grubu: H-E,Masson trikrom ve PAS ile boyanan uterus kesitlerinde,
luminal epitel ve uterinal bezler yani sira uterusun her 3 tabakasi1 normal histolojik yapida

izlendi (sekil 18-20).

Sekil 18. Amifostin grubu rat uterus kesiti. Total kesitte tiim tabakalar normal olarak
izlenmektedir (E:Endometriyum, M:Miyometriyum, P:Perimetriyum, uk: uterus kavitesi,

sv: Stratum Vaskiilare) (H&E, Bar: 100 um).
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Sekil 19. Amifostin grubu rat uterus endometriyumunda normal goriiniim (Masson

Trichrome, Bar: 50um).

Sekil 20. Amifostin grubu rat endmetriyumu. luminal epitel (ep), uterinal bezler (ub)

normal yapida izenmektedir (PAS, Bar: 50um).

Melatonin grubu: H-E,Masson trikrom ve PAS ile yapilan uterus kesitlerinde,
luminal epitel ve uterinal bezler yani sira uterusun her 3 tabakas1 normal histolojik yapida

izlendi (sekil 21-23).
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Sekil 21. Melatonin grubu rat uterusunun total kesiti. Uterusun her ii¢ tabakasinda normal

yapt izlenmektedir E:Endometriyum, M:Miyometriyum, P:Perimetriyum (H&E, Bar: 100
pum).

Sekil 22. Melatonin grubu rat uterus kesiti. Normal goriinime sahip total kesit
izlenmektedir E:Endometriyum, M:Miyometriyum, P:Perimetriyum, uk: uterus kavitesi

(Masson Trikrom, Bar: 100 um).
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Sekil 23. Melatonin grubu endometriyumu. Luminal epitel (ep) ve endometriyal bezler

(ub) normal goriiniimde izlenmektedir (PAS, Bar: 50 um).

N-asetilsistein grubu: H-E,Masson trikrom ve PAS ile yapilan uterus kesitlerinde
endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum tabakalari normal histolojik yapida izlendi

(sekil 24-26).

Sekil 24. N-asetilsistein grubu rat endometriyum goriiniimii. Endometriyuma ait

yapilanmalar normal goriinimde (H&E Bar: 50 um).
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Sekil 25. N-asetilsistein grubu rat endometriyum goriintiisii. Longitudinal kesilmis normal

uterinal bez (ub) izlenmektedir (H&E, Bar: 50 um).

Sekil 26. N-asetilsistein grubu rat endometriyumu. Normal histolojik goriiniim izlendi ep:

Luminal epitel, ub: uterinal bez (PAS, Bar: 50um).

Radyasyon grubu: Uterus yiizey epitelinin tamamen desquame oldugu,
endometriyal stromada mononiikleer hiicre infiltrasyonu tespit edildi. Dilate kapiller ve yer
yer fokal hemoraji izlendi. Uterinal bez liimeninde diizensizlikler ve yer yer bez epitel
hiicrelerinde proliferasyon gozlendi. Miyometriyumda histopatolojik bir bulguya

rastlanmamakla birlikte, stratum vaskiilare de konjesyon ve vazodilatasyon belirgin olarak
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izlendi. Bu gruba ait baz1 uterus kesitlerinde luminal epitelde dokiilme yanisira, bezlerde
distorsiyon ,perforasyon ve uterus kavitesinde ¢ok ayida desquame hiicreler izlendi (sekil

27-29).
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Sekil 27. Radyasyon grubu rat uterus kesiti. Stratum vaskiilaredeki damarlarda konjesyon

(kon), uterinal bezlerde distorsiyon ve perforasyon (ok basi) izlenmektedir (H&E, Bar: 50

pum).
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Sekil 28. Radyasyon grubu rat uterus kesiti. Luminal epitelde desquamasyon ve uterus
kavitesinde desquame hiicreler (%). Uterinal bezlerde distorsiyon ve perforasyon (ok bast)
ve stromal bag dokuda 6dem (6d) ayrica Subepteliyal alanda lenfosit infiltrasyonu (L)

izlenmektedir (H&E, Bar: 50 pm)
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Sekil 29. Radyasyon grubu rat uterus kesiti. Kesitte dilate kapillerler (*) izlenmektedir
(H&E, Bar: 20 um).

Radyasyon+Amifostin grubu: Uterus luminal epitelinde yer yer deskuamasyon,
stromada lenfosit infiltrasyonunda radyasyon grubuna oranla azaldig: tespit edildi ayrica
uterinal bezlerde harabiyet sinirli bulundu. Endometriyum kapillerleri ve uterinal bezler ile

stratum vaskiilarede yer alan damarsal yapilar normal izlendi (sekil 30-32).
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Sekil 30. Radyasyon+Amifostin grubu rat uterus kesiti. Stratum vaskiilarede damarsal

yapilar normal izlenmektedir (Masson Trichrome, Bar: 100 um).
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Sekil 31. Radyasyon+Amifostin grubu rat uterus kesiti. Luminal epitelde yer yer doku
kaybinin (ok) yam sira subepiteliyal bolgede lenfosit infiltrasyonu (L) izlenmektedir.

(Masson Trikrom, Bar: 50um).

Sekil 32. Radyasyon+Amifostin grubu rat uterus kesiti. Luminal epitelde yer yer

dejenerasyon ve stromal bag dokuda 6dem (6d) izlenmektedir (PAS, Bar: 50 pum).
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Radyasyon+Melatonin grubu: Uterus yiizey epitel biitiinliigii korunmus,
endometriyal bezler diizgiin ve stromal bag dokusunda lenfosit infiltrasyonu disinda
herhangi bir patolojiye rastlanmadi. Endometriyum ve vaskiilaredeki damarsal yapilar

kontrol gubuna benzer goriiniimde izlendi (sekil 33-35).

Sekil 33. Radyasyon+Melatonin grubu rat uterus kesiti. Uterus yiizey epitelinin
biitiinliigiinii korudugu bunun yam sira stromal bag dokusunda lenfosit infiltrasyonu (L)

izlenmektedir. (PAS, Bar: 50 um)

Sekil 34. Radyasyon+Melatonin grubu rat uterusunun total kesiti. Stromal bag dokusu

lenfosit infiltrasyonunun haricinde kontrol grubuna benzer goriiniim. (H&E, Bar: 100 um)
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Sekil 35. Radyasyon+Melatonin grubu rat uterus kesiti. Endometriyal bezler ve stromadaki
damarsal yapilar kontrol grubuna benzer goriiniimde izlenmektedir. (Masson Trikrom, Bar:

100 pm)

Radyasyon+N-asetilsistein grubu: Uterus yiizey epitelinde yer yer dokiilme ve
epitel boyunda artis ayrica ¢ekirdekler bazal kisimda yerlesik bulundu. Stromal bagdokuda
0dem ve doku kaybi1 yani sira subepiteliyal lenfosit infiltrasyonu secildi (sekil 36-38).

Sekil 36. Radyasyon+N-asetilsistein grubu rat endometriyum kesiti. Luminal epitelde yer

yer dokiilme (ok) ve stromal bag dokusunda doku kaybi1 ve ddem (6d) (PAS, Bar: 50 um).
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Sekil 37. Radyasyon+N-asetilsistein grubu rat endometriyum kesiti. Yiizey epiteldinde
ayrisma (¢ift ok) ve subepiteliyal lenfosit infiltrasyonu (L) (Masson Trikrom Bar: 50 um).

Sekil 38. Radyasyon+N-asetilsistein grubu rat uterus kesiti. Luminal epitelde silinme ve
subepiteliyal dokuda lenfosit infiltrasyonun (L) yanisira 6dem (6d) izlenmektedir (H&E,
Bar: 50um).
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4.2. TUNEL Assay Bulgular ve Istatistiksel Analiz

Gruplardan alinan kesitlerden Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick
end labeling (TUNEL Assay) metoduyla fragmantasyona ulasan DNA isaretlemeleri
yapilarak apoptotik indeks (AI) degerlendirmesi yapildi ve gruplar arasindaki fark
degerlendirildi. Biitiin gruplarin luminal epitel, stromal hiicreler, uterinal bez hiicrelerinden
elde edilen veriler Kruskal Wallis testine gore degerlendirildiginde Tablo 3. ve Grafik 1

deki sonuglar elde edilmistir.

Tablo 3: TUNEL Pozitif Sinyal yiizdeleri

Grup Grup Adi Lum Ep Pozitif % | Stromal H Pozitif % | Uterin Bez Pozitif %
1 Kontrol 2.6+0.68 2.9+0.39° 2.3+0.56'
2 Radyasyon | 18.7+3.61" 15.6+2.71° 28.245.37"
3 Melatonin | 3.4+1.03" 2.6+0.79° 2.9+091"
4 NAS 3.6+0.68" 2.040.26° 2.240.87"
5 WR 2.2+0.86" 1.3£0.55¢ 1.840.57"
6 R+M 4.0+1.32° 2.740.79° 4.0£0.79"
7 R+NAS | 5.0+1.92° 4.6+0.93° 8.9+1.13"
8 R + WR 7.0£1.02° 9.3+1.93¢ 16.6+3.77¢

Farkl1 tistsimgeler ayn1 kolonda gruplar arasinda istatistiksel anlami1 gostermektedir (ab:P<0.01; cde:P<0.001;
fgh:P<0.0001).

Grafik 1: TUNEL pozitif sinyal yiizdelerinin grafiksel goriiniimii.
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Kontrol grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: Luminal epitel pozitif sinyal veren
hiicre ylizdesi istatitiksel olarak Kruskal Wallis testine gore 2.6+0.68 sonucunu gosterdi.
Kontrol grubunda stromal hiicrelerin toplam pozitif sinyal veren hiicre yiizdesi 2,9+0.39 ve

uterinal bezlerin 2,3+0.56 oldugu tespit edildi (sekil 39-40).

Sekil 39. Kontrol grubu luminal epitel ve stromal hiicrelerde TUNEL Assay. Epitel
hiicrelerinde (kalin ok) ve stromal hiicrelerde (ok basi) diisiik pozitif sinyal veren hiicre

sayis1 oldugu gozlendi (TUNEL Assay, Bar:20 um).

Sekil 40. Kontrol grubu uterinal bez hiicrelerinde TUNEL Assay. Bez hiicreleri
fragmantasyon bolgeleri (ok) ve stromal hiicrelerde (ok basi) diisiik pozitif sinyal veren

hiicre sayis1 (TUNEL Assay, Bar:20 pm).
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Amifostin grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: Luminal epitelde 2,2+0.86 deger
gosterdi ve kontrol grubuyla benzer goriildii. Bu grubun stromal hiicrelerde 1,3+0.55 ve
uterinal bezlerde 1,8+0.57 pozitif sinyal veren hiicre yiizdesine sahip oldugu ve her

ikisininde kontrol grubuyla paralel oldugu tespit edildi (sekil 41-42).

Sekil 41. Amifostin grubu uterinal bez hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde TUNEL
Assay.Luminal epitel, stromal hiicreler (ok basi) ve uterinal bez hiicrelerinde (ok) diisiik

pozitif sinyal gdzlenmektedir (TUNEL Assay, Bar:20 um).

Sekil 42. Amifostin grubu uterinal bez ve stromal hiicrelerde TUNEL Assay.Stromal
hiicrelerde (ok basi) ve uterinal bez hiicrelerinde (ok) kontrol grubuyla paralel pozitif

sinyal oldugu goriinmektedir (TUNEL Assay, Bar:20 pm).
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Melatonin grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: Luminal epitel pozitif sinyal
veren hiicre yilizdesinin 3,44+1.03 oldugu ve kontrol grubuna benzer oldugu tespit edildi.
Stromal hiicrelerde 2,6+0.79 ve uterinal bezlerdeki 2,9+0.91 yiizdelerinin kontrol grubuyla
benzer oldugu sonucuna ulasildi (sekil 43-44).

Sekil 43. Melatonin grubu luminal epitel hiicrelerinde TUNEL Assay. Luminal epitelde
(kalin ok) diisiik pozitif sinyal veren hiicre sayis1 (TUNEL Assay, Bar:20 um).

Sekil 44. Melatonin grubu stromal hiicrelerde ve uterinal bezde TUNEL Assay. Stromal
hiicrelerde (ok bas1) ve uterinal bez hiicreleride (ok) pozitif sinyal veren alanlar

gozlenmektedir (TUNEL Assay, Bar:20 um).
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N-asetilsistein grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: luminal epitel yiizdesi
3,6+0.68 bulundu ayrica stromal hiicreler i¢in 2,0+0.26 ve uterinal bezlerde 2,2+0.87

yiizde vererek kontrol grubuyla benzer sonug elde edildi (sekil 45-46).

Sekil 45. N-asetilsistein grubu luminal epitel ve stromal hiicrelerde TUNEL Assay.
Luminal epitelde (kalin ok) diisiik pozitif sinyal veren hiicre sayisi oldugu goézlendi

(TUNEL Assay, Bar:20 pm).

Sekil 46. N-asetilsistein grubu uterinal bez hiicreleridle TUNEL Assay. Uterinal bez
hiicrelerinde pozitif sinyal veren alanlar (ok) gozlenmektedir. (TUNEL Assay, Bar:20 um).

44



Radyasyon grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: Luminal Epitel 18.7£3.61
yiizdesine sahip oldugu ve kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.01). Stromal hiicrelerde Kontrol grubuna kiyasla Radyasyon grubu pozitif sinyal
veren hiicre sayisinda 15.6+2.71 yiizdeyle artis oldugu tespit edildi (p<0.001). Uterinal
bezlerin pozitiflik yiizdesinin luminal epitel ve uterinal bezlere benzer sekilde Radyasyon
grubunda 28.2+5.37 yiizdeye sahip oldugu ve artis gosterdigi gozlendi (p<0.0001) (Tablo
3, Grafik 1) (sekil 47-48).

Sekil 47. Radyasyon grubu uterus kesitinde luminal epitel ve stromal hiicrelerde TUNEL
Assay. Luminal epitelde (kalin ok), stromal hiicrelerde (ok bas1) yogun pozitif sinyal ayrica
uterinal kaviteye dokiilmiis luminal epitel kiimelerinde yogun pozitif sinyalin (*) yani sira

negatif sinyal veren hiicreler (kivrimli ok) goézlenmektedir (TUNEL Assay, Bar:20 um).
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Sekil 48. Radyasyon grubu uterinal bez ve stromal hiicrelerde TUNEL Assay. uterus
kesitinde yogun pozitif elde edilmis uterinal bez hiicreleri alanlar1 (*) igerisinde yer alan
bez hiicreleri (ok) gosterilmistir. Stromal hiicrede pozitif sinyal veren hiicre (ok basi)
sayisinda artis yani sira negatif sinyal veren hiicreler (kivrimli ok) gosterilmistir (TUNEL

Assay, Bar:20 um).

Radyasyon+Amifostin grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: Luminal epitelde
7.0£1.02 ortalamayla kontrol grubuna benzer bulundu, stromal hiicrelerde ise 9.3+1.93
ortalamayla kontrol ve radyasyon gruplari arasinda bir deger gosterdi (p<0.001).
Radyasyon+Amifostin grubu uterinal bez pozitif hiicre yiizdesi 16.6+3.77 olarak
hesaplandi.Uterinal bez yiizdesinin stromal hiicrelere benzer sekilde kontrol ve radyasyon
grubu arasinda bir degere sahip oldugu istatistiksel olarak tespit edildi (p<0.0001) (sekil
49-50).
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Sekil 49. Radyasyon+Amifostin grubu luminal epitel, stromal ve uterinal bez hiicrelerinde
TUNEL Assay. Luminal epitelde (kalin ok), stromal hiicrelerde (ok basi) ve uterinal bez
hiicrelerinde (ok) pozitif sinyal veren fragmante DNA’lar goriilmektedir (TUNEL Assay,
Bar:20 um).

Sekil 50. Radyasyon+Amifostin grubu stromal ve uterinal bez hiicrelerinde TUNEL Assay.
Stromal hiicrelerde kontrol ve radyasyon gruplar arasinda yiizdeye sahip pozitif yiizdesi
veren stromal hiicreler (ok bas1) ayrica uterinal bez hiicrelerinde (ok) artmis pozitif sinyalin

yant sira negatif sinyal olusan (kivrimli ok) hiicreler goriilmektedir (TUNEL Assay, Bar:20
pm).
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Radyasyon+Melatonin grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: Luminal epitelde
4.0+1.32, stromal hiicrelerde 2.7+0.79 ve uterinal bezlerde 4.0+0.79 pozitif sinyal yiizde

sonucuna ulasildi ve kontrol grubuyla benzer oldugu tespit edildi (sekil 51-52).
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Sekil 51. Radyasyon+Melatonin grubu luminal epitel ve stromal hiicrelerde TUNEL
Assay. Luminal epitel hiicrelerinde (Kalin ok), stromal hiicrelerde (ok bas1) diisiik pozitif
sinyal goriilmektedir. Stromal hiicreleri biiyiik kisminda negatif sinyal (kivrimli ok)

gosterilmektedir (TUNEL Assay, Bar:20 pm).
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Sekil 52. Radyasyon+Melatonin grubu uterinal bez ve stromal hiicrelerde TUNEL Assay.
Uterinal bez hiicrelerinde (ok) ve stromal alanda (ok basi) zayif pozitif sinyal
goriilmektedir, negatif sinyal alinan hiicreler goriilmektedir (kivrimli ok) (TUNEL Assay,
Bar:20um).
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Radyasyon+N-asetilsistein grubu TUNEL pozitif hiicre yiizdesi: Luminal epitel
pozitif yiizdesinin 5.0+1.92 oldugu, stromal hiicrelerde 4.6+0.93 ve uterinal bezlerde

8.9+1.3 yiizdeye sahip olarak kontrol grubuna benzer oldugu tespit edilmistir (sekil 53-54).
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Sekil 53. Radyasyon+N-asetilsistein grubu luminal epitel ve stromal hiicrelerde TUNEL
Assay. Luminal epitel (kalin ok) ve stromal alanda (ok bas1) kontrol grubuna benzer pozitif
sinyal yiizdesi izlenmektedir. Negatif sinyal veren hiicreler (kivrimli ok) goriilmektedir

(TUNEL Assay, Bar:20 um).

1 ; 20 pm
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Sekil 54. Radyasyon+N-asetilsistein grubu uterinal bez ve stromal hiicrelerde TUNEL
Assay. Stromal hiicrelerde (ok basi) ve uterinal bez hiicrelerinde (ok) pozitif sinyal
odaklar1 goriilmektedir. Negatif sinyal veren hiicreler (kivrimli ok) goriilmektedir (TUNEL
Assay, Bar:20 um).
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5. TARTISMA

Kanser tedavisinde en sik basvurulan yontemlerden biri olan radyoterapide esas
hedef tiimorli dokuyu ortadan kaldirirken normal dokularda minimum hasar
olusturulmasidir ancak iyonize radyasyon tiimorlii dokuyu tahrip ederken normal doku
yaralanmasi olarak adlandirilan uzun siireli veya kalic1 yan etkilere neden olabilmektedir.
Abdomino-pelvik 1s1malarda iyonize radyasyon uterus gibi pelvik ve abdominal bolgedeki
organlar1 olumsuz yonde etkilemektedir. Casarett’in doku radyosensitivite (hassasiyet)
siniflandirmasina gore hiicre olimii ve doku hasar1 baz alindiginda hassasiyet derecesine
gore radyosensitivite 4 gruba ayrilmaktadir. I. grup dokular en radyosensitif olup gonadlari
icermektedir. Casarett’in siniflandirmasina gore uterus II. grup radyosensitif kategorisinde
yer almaktadir (24). Ayrica kanser tedavisi goren kadinlarda 1sima yapilan bolgeye gore
infertilite gelismesi ve gebelikte sorunlara neden olmasi1 miimkiindiir.

Radyasyon tedavisinin hipotalamus-hipofiz-gonad ekseni araciligiyla (101) ayrica
dogrudan overler iizerinde hasara sebep olabilecegi gibi (102-104) uterus ilizerinde doguma
kadar fetiisii barindiracak uygun bir ortam olusmasini engelleyecek etkiler ortaya
cikartabilecegi daha once bildirilmistir. Klinik calismalarda ulasilan bir diger sonug¢ 14-30
Gy 1s1tmanin uterin disfonksiyona neden olmasinin yam sira pre-pubertal uterusun yetiskin
uterusundan daha radyosensitif oldugu yoniindedir (105,106).

Pelvik bolge 1s1malarinin spontane diisiikler, erken dogum, diisiik dogum agirligi ve
plasental anomaliler yoniinden gebelikle iliskili oldugu (106-108) ayrica diisiik uterus
voliimiiniin yaninda miyometriyal fibroz, uterin damarlanmada hasar ve endometriyal
yaralanmayla kendini gosterdigi bildirilmistir (109-113). Uterusun 1stmaya baglh hasari,
uygulanan radyasyon dozuna, 1s1ma bolgesine ve tedavi goren hastanin yasina bagl olarak
farkli siddette gerceklestigi belirtilmistir (104,105,109).

Tiim viicut 1simalarinda (TBI) radyoterapinin uterin damarlarda hasara neden
oldugu ve dolayisiyla zayif vaskiilarizasyonun fetoplasental kan akisim diisiirdiigi 6ne
striilmiistiir (110). Ayrica pelvik bolge 1simasinin endometriyum hasarina ve normal
desidualizasyonu engelledigi one siiriilmiistiir. Bu durum gebelikte plasenta akreta veya
plasenta perkreta gibi plasentasyon anomalilerine neden olmasinin yani sira radyoterapinin
miyometriyum incelmesine neden oldugu ve uterin riiptiire neden olabilecegi belirtilmistir
(108,112).

Calismamizda 10 Gy iyonize radyasyonu kullanmis olmamizin nedeni, Kokawa ve
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ark. radyoterapiye bagli DNA fragmantasyon degerlendirmesi yaptiklari bir ¢alismada 9
Gy 151ma sonras1 fragmantasyon oraninin pik yaptigim 2 farkli metotla tespit etmis, 36.9
Gy 1s1ma yapilan deneklerde ise fragmantasyonun azaldigin1 nekrozun artis gosterdigini
belirtmislerdir (114). Ayrica yiiksek dozda radyasyonun apoptotik indeks (AI) yerine
nekroza neden oldugu bu nedenle DNA fragmantasyonu degerlendirmesinde TUNEL
Assay kullaniminda hataya sebep olabilecegi One siiriilmektedir (115). Yapilmis 2 ayn
calismalarda yine 9-10 Gy’lik 1s1maya bagli Al degerlendirmesi belirtilmistir (116,117).

Pelvik 1s1ma icin deney hayvan modeli olusturdugumuz bu calismamizda
hayvanlari 1s1may1 takiben 48 saat sonra sakrifiye ederek uterus dokularimi dissekiye ettik.
Bunu yapmamizdaki amag, hem genital siklus i¢in ~57 saat siiren didstrusu standart bir
duruma getirmek hemde Dery ve ark. yaptiklar1 calisma sonucunda siklus boyunca diostrus
doneminde diisiik Al goriildiigiinii one stirmiis olmalaridir (118). Dolayisiyla deneysel
calispmamizda gozlemleyecegimiz TUNEL pozitif sinyallerinin radyasyon kaynakl
fragmantasyonlara bagli olustugunu sdylememiz miimkiindiir.

Radyoterapi kaynakli iyonize radyasyonun uterus iizerindeki etkisi ve bu etkilere
kars1 protektif ajanlar1 degerlendiren klinik ve deneysel ¢alismalar kisitli olmasina ragmen
baska dokula iizerinde ¢esitli fraksiyon ve dozda iyonize radyasyonun yaninda protektif
ajanlar1 degerlendiren bir¢ok calisma yapilmistir. Carabajal ve ark. yaptiklart bir deney
hayvani ¢calismasinda 5 Gy 151ma yapilmis deney hayvanlarindan 72 saat sonra elde edilen
uterus dokularinda uterinal bezlerde dejenerasyon, uterinal kavite kivrimlarinin ortadak
kalktigi ayrica mitotik figiirdeki diislisii proliferatif hiicre c¢ekirdek antijeni (PCNA)
ekspresyonundaki azalma ile gostermistir. Ayn1 ¢calismada ince bagirsak kriptalarinda 5 Gy
isimanin kripta hiicrelerinde DNA fragmantasyonuna bagli Al artisina neden oldugu
TUNEL Assay metoduyla gosterilmistir (119). Calismamizda 10 Gy radyoterapi
uygulamasi sonrasi uterus luminal epitel desquamasyonu, uterinal bezlerde distorsiyon ve
perforasyon, yogun 6dem artig1 ve stratum vaskiilarede konjesyon gozlenmistir.

Caloglu ve ark. ince bagirsakta 20 Gy lik 1s51ma sonrasi1 dokularda diffiiz hemorajik
infiltrasyon, vakuolize ve piknotik ¢ekirdekli hiicrelerde artis, fokal nekroz, plazmaliz ve
karyoliz gozlemistir. Ayrica ayni ¢alismada amifostin (200 mg/kg) 6n tedavi uygulanan
grupta kan damarlarinda orta dereceli dilatasyon ve sitoplazmik graniiller oldugu,
radyasyon grubuna gore morfolojik hasarin azaldigi belirtlimistir (50). Amifostin’in

radyoprotektif etkisine yonelik Segreto ve ark. yaptiklari calisma sonucu 7 Gy’lik
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radyasyon 1s1masi1 yapilan deney hayvam kemik iliginde radyoterapiye bagli parenkimal
dejenerasyonlar belirtilmis amifostin (400 mg/kg) tedavisi uygulanan grupta bu
dejenerasyonlarin azaldig bildirilmistir (120).

DNA fragmantasyonu degerlendirmesinin yapildigi bir calismada Karakoyun-Celik
ve ark. deney hayvani testisine 2 Gy 1s1ma uyguladiktan sonra Al artis1 oldugunu, 1stmanin
yant sira 200 mg/m2 amifostin tedavisi uygulanan grupta Al’'in radyasyon uygulanan
grupla benzer oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismadan Casarett’in siniflandirmasina gore grup-
I’de yer alan yiiksek radyosensitif testisteki germ hiicrelerinde 2 Gy 1simaya karsin 200
mg/m2 amifostin uygulanmasinin koruyucu olmadigi sonucuna ulasilmaktadir (121).
Uterus iizerinde bizim yaptifimiz deneysel calisma sonucu amifostin On tedavisi
uyguladigimiz grupta, radyoterapi grubundaki yogun histolojik dejenerasyonun nispeten
azaldigi, desquame hiicre miktar1 ve uterinal bez dejenerasyonun sinirli oldugu gozlendi.
Ayrica radyasyon grubuyla kiyaslandiginda TUNEL pozitif sinyal yiizdesinin stromal
hiicreler ve uterinal bez hiicrelerinde diisiise gectigi, luminal epitelin ise Al bakimdan
kontrol grubuyla benzer oldugu sonucuna ulastik.

Aghazadeh ve ark. yaptig1 bir ¢calismada 10 Gy gama 1s1mayi takiben 72 saat sonra
spinal kord da mono-niikleer infiltrasyon, konjesyon, nekroz, hiicresel vezikiilasyon ve
demyelinizasyon gibi histopatolojik bulgular gézlenmistir. Ayn1 calismada 30 mg/kg
melatonin injeksiyonu yapilan grupta konjesyon ve nekrozun azaldig bildirilmistir (122).
18 Gy gama 1s1mas1 uygulayan Serin ve ark. deney hayvanlar1 akcigerinde intra alveolar
O0dem, makrofaj aktivitesinde artis, hyalin arteroskleroz ve alveol duvarinda kalinlagma
bildirilmis buna karsin 100 mg/kg i.p. melatonin injeksiyonu yapilan grupta bu
histopatolojik bulgularin azaldig: bildirilmigtir (123).

Topkan ve ark. deney hayvanlarinda bacak 1simasi1 gerceklestirdikleri bir calismada
3 fraksiyon halinde toplam 25 Gy 1sima yapilan hayvanlarin radyasyona baglh epifizyal
biiylime plak dejenerasyonu gelistirdigi, amifostin (200 mg/kg) uygulanan grupta koruyucu
etkisini gdstermesine ragmen melatonin (15 mg/kg) uygulamasinin daha koruyucu oldugu
belirtilmistir (59). Bizim yaptigimiz deney sonucunda uterusta radyasyona bagl histolojik
konjesyon ve dejenerasyon hem amifostin hemde melatonin uygulanan gruplarda
azaltmistir ancak melatonin uygulanan grupta morfolojik yapinin daha iyi oldugu
gozlenmistir. Ayrica amifostin uygulanan grupta DNA fragmantasyonunda diisiis olmasina

ragmen melatonin grubunun kontrol grubuyla benzer oldugu, dolayisiyla uterus iizerinde
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daha protektif bir profile sahip oldugunu diisiinmekteyiz.

N-asetilsistein’e yonelik Demirel ve ark. yaptuigi calismada radyoterapi
uygulamasina bagli deride olusan hasari indirgemede N-asetilsistein ve amifostin’in
protektif etkinligi bildirilmistir (70). Bir baska calismada 6 Gy y-istmas1 yapilan deney
hayvanlarmin karaciger hiicrelerinde hepatoksisite ve DNA fragmantasyonunda artis
agaroz jel elektroforezi yontemiyle gosterilmistir ayrica histolojik olarak bu hayvanlarin
karaciger hiicrelerinde yogun piknotik c¢ekirdek ve hiicresel dejeneratif yapilanmalar
izlenmistir. 6 Gy 1s1ma Oncesi 7 giin boyunca 1g/kg NAC injeksiyonu yapilan grupta ise bu
dejeneratif Ozelliklerin ve DNA fragmantasyon miktarinin kontrol grubuyla benzer oldugu
bildirilmistir (124). Bizim calismamizda 10 Gy abdomino-pelvik 1s1ma yanisira 500 mg/kg
NAC injeksiyonu yapilan grupta morfolojik ve hiicresel dejenerasyonun radyoterapi
uygulanan gruba oranla azaldigi ve DNA fragmantasyonu bakimindan kontrol grubuna
benzer oldugu TUNEL Assay yontemi ile tespit edilmistir.

Randomize kontrollii yiiriittiigiimiiz deneysel ¢calismamizda Co® kaynakl teleterapi
cihazi1 kullanilarak radyoterapi amagh iyonize gama radyasyonu diger dokularda oldugu
gibi uterus iizerinde dejeneratif profilde degisimlere ve DNA fragmantasyonunda artisa
neden olmaktadir. Isima Oncesi amifostin uygulamasinin bu bozunmayi azalttig1 ancak n-
asetilsistein uygulamasinin ve Ozellikle melatonin’in normal doku {iizerinde bu etkileri
azaltmada daha etkili oldugu kanisindayiz.

Genel anlamda yapilmis calismalar ve bizim bulgularimiz dogrultusunda
amifostin’in koruyucu etkisi dokudan dokuya, uygulanan doz ve fraksiyon sayisina bagl
olarak degisiklik gostermektedir. Arteriyolar endotel ve bobrek proksimal tiibiil hiicre
membranina bagimli alkalen fosfatazin amifostini defosforile ederek aktif tiyol metaboliti
olan WR-1065’e doniistiirdiigii bilinmektedir (125). Deneysel c¢alismamiz sonucunda
melatonin ve n-asetilsistein’in TUNEL pozitif ve genel morfolojide protektif etkisini acik
bir sekilde gostermesine ragmen amifostin’in diisiik protektif profil gostermesinde iki
nedenin etkili olabilecegini diisiinmeteyiz. Bu nedenlerden ilki, genital siklusun didstrus
doneminde rat uterusunu besleyen arteriollerde membran bagimli alkalen fosfataz (AP)
etkinliginin azalmis olabilecegidir. Bunu diisiinmemizdeki neden, Prahlad ve ark.
Ostrojenin  AP’in uterus epitelinde konsantrasyonunu arttirdigt ve progesteronun
diisiirdiigtinii 6ne siirmesidir (126). Buradan uterin arteriyollerdeki AP etkinliginin rat

genital siklus safhasina bagl olarak degisebilecegini diisiinmekteyiz. Amifostin’in diisiik
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protektif etki gostermesinin nedeni olarak bir diger diisiincemiz ise Casarett’e gore
uterusun grup-II sensitivite gdstermesi ve buna bagli olarak pelvik 1sitmalarda 200 mg/kg
amifostin’in yeterli protektif 6zellik gosterememis olmasidir.

Bu c¢alismanin klinige uyarlamasi sonucunda pelvik bolge 1simasi uygulanan
insanlarda uygulanan protektif ajanlarin menstrual siklus faziyla ne derecede iligkili oldugu
sorusunun netlestirilmesi gerektigi ayrica yapmis oldugumuz deneysel calismanin protektif
etkinligi one siiriilen 3 farkli ajanin 10 Gy abdomino-pelvik 1s1mada erken evrede uterus
tizerinde protektif etkinliklerini karsilagtirmis olmasina ragmen bu konuda daha detayli ve

genis kapsamli arastirmalar yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

v' Yaptigimiz ¢alisma sonucu diisiik apoptotik indeks gosterdigi bilinen didstrus
donemindeki rat uterusunda iyonize gama radyasyonuna bagli fragmante hiicre
sayisinda artig ve genel morfolojide degisimler oldugu tespit edildi.

v Kontrol amaciyla kullandigimiz melatonin, N-asetilsistein ve amifostin (WR2721)
gruplarinda injeksiyon sonrasi genel uterinal yapinin korundugu ve apoptotik
indeksin degismedigi sonucuna ulasildi. 10 Gy abdomino-pelvik 1s1ma yapilan
grupta dejeneratif nitelikte bir¢cok degisikligin yan1 sira her ii¢ parametrede (luminal
epitel, stromal hiicreler ve uterinal bez hiicreleri) DNA fragmantasyonuna bagl
apoptotik indeks artist TUNEL Assay ile tespit edilmistir. Radyasyon uygulamasi
oncesi melatonin uygulanan grupta genel morfolojinin ve TUNEL pozitvitesinin
kontrol grubuyla paralellik gosterdigi, N-asetilsistein uygulanan grubun ise diisiik
miktarda morfolojik bozukluk gosterdigi ayrica TUNEL pozitifliginin biitiin
parametrelerde kontrol grubuyla esdeger oldugu goriildii. Radyoterapi uygulamasi
oncesi Amifostin (WR2721) tedavisi uygulanan grupta yogun dejeneratif 6zellik
tespit edildi. Bu grupta TUNEL pozitif hiicre yiizdesinde kontrol ve radyasyon
gruplari arasinda yer aldi.

v' Deneysel calismamiz sonucunda Iyonize radyasyonun kanserli olmayan uterus
tizerinde 48 saat icerisinde cesitli morfolojik dejenerasyonlara ve DNA
fragmantasyonlarina neden olabilecegini, normal doku yaralanmasi olarak
adlandirilan bu olgunun indirgenmesinde amifostin ve N-asetilsistein kismen
bagsarili olmasina ragmen melatonin uygulamalarinin koruyucu etkisinin daha iyi
oldugunu saptadik.

v' Radyoterapi kaynakli iyonize gama radyasyonu etkisiyle normal doku
yaralanmasim1 indirgemede farkli nitelikli 3 protektif ajam1 kiyasladigimiz bu
calismanin vermis oldugu sonuglara ragmen daha fazla klinik ve deneysel ¢alisma

yapilmasi gerektigi diisiincesindeyiz.
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