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OZET

Kanser tedavisinde, en sik kullanilan tedavi metotlarindan birisi radyoterapidir (RT). RT
alan hastalarda akut donemde basagrisiyla baslayip ve ge¢ donemde demans, 6liime kadar
giden sonuglar olabilir. Uygulanan iyonlastirici radyasyon, merkezi sinir sisteminde
hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin ve proinflamatuar sitokinlerin {liretimini indiikleyerek
beyin doku ve cevresinde hiicresel hasara yol acabilmektedir. Ramelteon (RML),
antienflamatuar ve antioksidan etkileri olan bir melatonin reseptorii agonistidir. Bu
calismada 10 Gray radyasyon uygulayarak olusturulan beyin hasarinda RML’nin olas1
tedavi edici etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. Calismada, kontrol grubu, radyasyon
grubu, radyasyon ile RML uygulanan grup ve RML uygulanan grup olmak iizere ve her
grupta 8 rat olacak sekilde toplamda 32 adet Wistar Albino cinsi disi rat kullanildi.
Calismanin  sonunda ratlardan alman kan Orneklerinden hemogram o6l¢iimii
gergeklestirildi. izole edilen beyin dokularmim bir hemisferine ait korteks bdlgelerinden
beyin hasarimi gozlemlemek amaciyla histopatolojik olarak hematoksilen-eozin (H-E)
boyamasi yapildi. Oksidatif stresi 6lgmek i¢in total oksidan seviye (TOS) ve total
antioksidan seviye (TAS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) calisildi. Ayrica tiimdr nekroz
faktor- o (TNF-a), kaspaz-3, kaspaz-9 ve interlokin-10 (IL-10) seviyeleri ELISA
yontemiyle Olgiiliip degerlendirildi. Histolojik inceleme sonuglarina gore, radyasyon
uygulanan gruplarda 6dem, vakuolizasyon ve apoptotik cisimciklere kontrol grubuna
oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde daha fazla rastlanmistir. Ancak RML uygulanan
grupta bu gOriiniimiin anlamli Ol¢lide azaldigi hiicre biitiinliigiiniin - korundugu
gozlemlenmistir. RT grubunda, kontrol grubuna gore yiikselme gosteren OSi’nin RML
tedavisiyle anlaml1 olarak distiigii (p<0.0001) gézlemlenmistir. Kontrol grubuna kiyasla;
TNF-a degerinin radyasyon uygulanan gruplarda yiikseldigi, RML tedavisiyle anlamli bir
sekilde distiigii (p<0.0001) saptanmistir. IL-10 seviyesi, radyasyon uygulanan grupta
kontrol grubuna gore anlamli diisme (p=0.003) gostermekle beraber RML tedavisi
uygulanan grupta anlaml bir sekilde yiikselmistir (p<0.0001). Radyasyon uygulamasi
sonras1 kontrol grubuna gore kaspaz-3 ve kaspaz-9 seviyelerinin yiikseldigi ve bu
yiikkselmenin RML tedavisiyle anlamli olarak diistiigii (p<0.0001) goriilmiistiir. Elde
ettigimiz bu sonuglar; RML’nin, radyotoksite kaynakli beyin hasarinda antienflamatuar,
antiapopitotik ve antioksidatif etkileri ile koruyucu ve tedavi edici roliiniin olabilecegini
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Radyasyon, Beyin Hasar1, Ramelteon, Oksidatif Stres, inflamasyon,
Apopitozis
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ABSTRACT

Radiotherapy (RT) is one of the most commonly used treatment methods in cancer
treatment. In patients, receiving RT, there may be results starting with headache in acute
period and ending with dementia and death in late period. The ionizing radiation can cause
cellular damage in and adjacent brain tissue by inducing the production of intracellular
reactive oxygen species and proinflammatory cytokines in the central nervous system.
Ramelteon (RML) is a melatonin receptor agonist having anti-inflammatory and
antioxidant effects. In this study, it was aimed to investigate the possible therapeutic effect
of RML in brain damage, induced by 10 Gray radiation. A total of 32 Wistar Albino
female rats were used in the study, including the control group, the radiation group, the
radiation plus RML group, and the RML group alone, with 8 rats in each group. At the
end of the study, hemogram measurement was performed from blood samples taken from
rats. Histopathologically hematoksilen-eozin (H-E) staining was performed to observe
brain damage taken from the cortex regions of one hemisphere of the isolated brain
tissues. Total oxidant status (TOS) and total antioxidant status (TAS) and oxidative stress
mdex (OSI) were studied to measure oxidative stress levels. In addition, tumor necrosis
factor-a (TNF-a), caspase-3, caspase-9 and interleukin-10(IL-10) levels were measured
and evaluated by ELISA method. According to the histological examination results,
edema, vacuolization and apoptotic bodies were more common in the radiation groups
compared to the control group. However, it was observed that this appearance was
significantly reduced in the RML group, and cell integrity was preserved. It was observed
that OSI, which increased after radiation application compared to the control group,
decreased significantly (p<0.0001) with RML treatment. Compared to the control group;
It was determined that TNF-a value increased in the radiation-treated groups and
decreased significantly with RML treatment (p<0.0001). Although IL-10 level decreased
significantly in the radiation-treated group compared to the control group (p=0.003), it
increased significantly in the RML-treated group (p<0.0001). It was observed that
caspase-3 and caspase-9 levels increased after radiation application compared to the
control group, and this increase was significantly decreased with RML treatment
(p<0.0001). These results have been shown that RML may have a protective and
therapeutic role in radiotoxicity-induced brain damage with its anti-inflammatory,
antiapoptotic and antioxidative effects.

Keywords: Radiation, Brain Injury, Ramelteon, Oxidative Stress, Inflammation,
Apoptosis
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1.GIRIS VE AMAC

Diinyada onlarca yildir kanser tedavisinin ii¢ énemli ayaginin oldugu bilinmektedir;
cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi (RT)’dir. Kanserin tipi, tuttugu organ, kisinin genel
durumu, benign veya malign olmasi, metastaz yapip yapmamasi gibi parametreler géz
onitinde bulundurularak bahsedilen tedavi metodlarindan birisi, ikisi veya hepsi birden

uygulanabilmektedir.

Beynin radyasyona maruziyeti sonrasi beyin parankim hiicrelerinin destriiksiiyonu ve
vaskiiler sistemde hasar sonucu iskemi ortaya ¢ikar. Bu vaskiiler lezyonlarla beraber,
nekroz, 6dem ve demiyelinzasyon meydana gelir. Beyin radyasyona maruz kaldiginda
maruz kalian bolgeye, verilen radyasyonun dozuna, tek veya fraksiyonel doz rejimine
bagl olarak; néroinflamasyon, epigenetik ve histopatolojik degisikler, hiicre apoptozisi,
bozulmus hiicre profilerasyonu ve differansiyasyon goriiliir. Temel prensip olarak doza
bagli etki yiiksek doz orani ile diisiik doz orani arasindadir (Yang ve ark., 2017°a). Ayrica
beyine RT uygulamalarinda noral hiicrelerde kayip, inflamasyon, nérogenezis kayb1 ve

kognitif degisiklere de sebep olabilir (Betlazar ve ark., 2016).

Radyasyonun bu yan etkileri verilen radyoterapinin fraksiyon dozuna, toplam dozuna,
radyasyonun tiirline es zamanli kemoterapi verilip verilmemesine, radyasyona maruz
kalan organ veya dokuya birlikte radyoprotektdr kullanilip kullanilmamasma gore
degisir. Ornegin, beyine 2 Gy nin iizerindeki 1smnlamadan sonra ROS birikiminin zararli
etkilerine kars1 koyan, siiperoksit dismutazlar (SOD), glutatyon ve katalaz gibi tipik
olarak hiicrelerde azalan antioksidan enzim aktivitesinin bir sonucu olarak beyinde

oksidaif stres (OS) aracili hasar meydana gelebilir (Fishman ve ark., 2009).

Son zamanlardaki ¢esitli yayimnlarda, ramelteon (RML)’a benzerlik gosteren melatonin
(MLT)’nin antienflamatuar ve antioksidatif etkileri gosterilmistir (Undeger ve ark., 2004;
Wang ve ark., 2019). Ornegin; rat beynine 1000 Cgray iyonize radyasyon uygulamasi
sonrasi yapilan MLT uygulamasinin, DNA hasarina kars1 koruyucu oldugu gosterilmistir
(Undeger ve ark., 2004). Ismlanmis beyin hiicrelerinde MLT’nin nérdprotektif,
antioksidan, antiapoptotik ve antienflamatuar etkilerini gosteren yayinlarda mevcuttur
(Missiry ve ark., 2021). RML da MLT nin yapisal analogu olup melatonerjik reseptorlere
affinitesi MLT e gore 3-16 kez daha yiiksek, ekonomik olarak oldukga avanatajli olup
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FDA’den onayli giivenli bir ilagtir. Literatirde RML’nun, MLT’nin reseptor
aktivasyonuyla antioksidan ve antienflamatuar etkisini gosteren yayinlar da vardir (Wang
ve ark., 2019; Liu ve ark., 2021). RML’nun akut ve kronik beyin iskemisini {izerindeki
etkisini ararstiran 2020 yilindaki bir ¢alismada da antioksidan ve antienflamatuar etkisi
oldugu gosterilmistir (Wu ve ark.,, 2020). RML’nun bu etkilerinin yaninda
immiinomodiilator ve immiinostimulan etkiyede sahip oldugu bildiren yayinlarda
mevcuttur (Fourman ve Meyer, 2013; Nedkova-Hristova ve ark., 2020). Tim bu
caligmalar bize, melatonerjik agonist, antagonist veya parsiyel agonist gibi alt tipleriye
ilgili in vivo c¢alisma sahasinin hastaliklar ve fizyoloji temelinde oynadigi roller
g6zoniinde bulunduruldugu zaman halen melatonin (MLT) ve melatoninerjik reseptorleri
icin gizemini koruyan ve agiklanmaya muhta¢ ¢ok sayida in vivo ¢alismalara ihtiyag

duyuldugunu gostermektedir (Boutin ve ark., 2020).

RML uzun yillardan beri FDA den onayli insomnia tanisi alan hastalarda uyku
parametrelerinde iyilesmeye katkida ve ayni1 zamanda uyku sorunu olan kronik migren
hastalarda etkili oldugu gosterilmistir (Kuriyama ve ark., 2014; Hou ve ark., 2016).
Mekanizma olarak hiicresel ve hiicre alti hedeflere 6zellikle iyonlastirict radyasyonun
neden oldugu hasar, temel olarak yikici serbest radikallerin olusumuyla iliskili
oldugundan serbest radikal yakalama yetenegine sahip molekiiller pratik olarak
radyokoruyuculardir. Radyotoksisiteye kars1t ndroproteksiyon igin bir¢ok ajan
kullanilmasina ragmen, bu ilaglar radyoprotektif dozlarda istenmeyen yan etkilere neden
olur ve bu da kullanimlarini sinirlar. Yapilan literatiir taramasinda, RML’ nun radyasyon
sonucu olusan beyin hasarina karsi koruyucu veya tedavi edici etkilerini inceleyen bir

calismaya rastlanmamstir.

RT’e bagli yan etki ve komsu saglam doku hasarini minimize ederek tedavi protokolunu
tamamalama siireci iizerinde yararhi etkiler saglayacak cesitli ajanlarin kesfine ihtiyag
vardir. Buna gore; RML’nun, radyasyonun beyinde olusturdugu hasarin etkilerini
azaltabilecek potansiyelde bir ajan olabilecegini diisiindiik. Bununla birlikte, teminin
kolay ve ekonomik olmasi da diger avantajlaridir. Bu baglamda bizde ¢alismamizda hem
melatoninerjik 1 (MT1) hemde melatoninerjik 2 (MT2) reseptorleri {izerinde etkili olan
trisiklik yapay melatoninin analogu olan RML’ nin tiim beyin bdlgesi radyasyona maruz
birakilan ratlarda radyasyona bagli ortaya ¢ikan beyin hasarinda koruyucu etkisiyle

beraber olas1 tedavi edici etkisi gostermesini hedefledik.
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Ozet olarak radyasyon uygulamasi sonrasinda beyin dokusunda hasar olusturan hiicresel
diizeyde belirgin etki oksidatif stress, inflamasyon ve apoptozis tigliisiinden biri veya
ticlinii de kapsayabilmektedir. Hiicresel diizeyde goriilen bu iglii etkiler gdzoniinde
bulundurularak ¢alisamamiza baglanmistir. Bu sunum rat beyinlerine hem radyasyonun
hem de RML’nun literatiire uygun dozunda terapétik ve farmakolojik uygulamast
yapilarak, olasi antioksidan, antiapoptotik ve antienflamatuar etkilerini gostermek
amaciyla tasarlanmistir. Bu amagla, oksidatif stres degerlendirmesi icin toplam
antioksidan seviyesi (TAS), toplam oksidan seviyesi (TOS), oksidatif stress indexi (OSI),
apoptotik etki igin kaspaz-3 ve kaspaz-9 ve enflamatuar siiregleri gostermek igin ise TNF-
o (Tiimiir Nekrotizan Faktor-o),IL-10(Interlokin 10) seviyelerini 6l¢iip sonugclari
detaylica analiz etmeye calistik. Buna ek olarak beyin hasari1 gbézlemlemek
amaciyla histopatolojik olarak hematoksilen-eozin (H-E) boyama yaptik. Ayrica,
heparinize kan Orneklerinden hemogram c¢alismasiyla kan parametrelerindeki

degisiklikleri degerlendirdik.



2.GENEL BILGILER

2.1. Radyasyon

Radyasyon, 151k hizina yakin veya 1s1k hizinda olan pargaciklardan ve elektromanyetik
dalgalardan ¢evreye yayilan enerji olarak tanimlanir. Elektromanyetik dalga karekterde
yayilan radyasyon ise iyonize olan ve iyonize olmayan olarak iki ceside ayrilir.
Iyonlastiric1 karekterde olan radyasyon foton yapisinda olup pargacik veya dalgasal
elektromanyetik radyasyon olarak ikiye ayrilir. Pargacik radyasyona Alfa () ve beta (B),
proton, noétron ve elektronlar, dalgasal karekterde olanlara x ve vy 1sinlart 6rnek olarak
olarak verilir. Parcaciklardan sadece ndtron yiiksiiz olup digerlerinin bir kiitlesi vardir.
Iyonlastirma o6zelligi olmayan radyasyona dalgasal yapida olan radyo dalgalar,
mikrodalgalar, glines 15181, kizil6tesi 151k, mordtesi 151k 6rnek olarak verilebilir. Dogada
yasayan canli tiirlerinin timii dogal hayatin ka¢inilmaz bir sonucu olarak yasamlarin

mutlak bir bolimiinde s6z konusu olan bu 1sinlardan enaz biriyle etkilesim i¢inde olurlar.

Dogal olarak adlandirilan radyasyon ise i¢ ve dis radyasyon olarak adlandirilir. Dogal
radyasyonun kaynagi ise giines ve giinesten gelen yiliksek enerjiye sahip kozmik
1sinlardir. Bundan dolayr dogal kaynaklardan radyasyona maruz kalma orani %80 iken
tibbi kullanim basta olmak iizere ulasim haberlesme gibi insan yapimi radyasyondan
kaynaklanan maruz kalma orani ise geri kalan %20’sini meydana getirir. (UNSCEAR,

2000; UNSCEAR, 2008).

2.1.1.Radyasyonun Tipta Kullanim

Radyoterapide ana hedef tiimiirii tamamen ortadan kaldirmaktir. Fakat bu islem sirasinda
normal dokularin etkilenmemesi neredeyse imkansizdir. Bu etkilenmeye bagli olusan yan
etkileri minimize etmek i¢in radyasyon dozlarin1 genel olarak haftada 5 giinliik dozlara
boliiniip ve hafta sonu ara verilerek uygulanmaktadir. Bundan dolay1r RT birgok kanser
hastaliginda tedavi edici etkisi i¢in hastaligin baz1 donemlerinde palyatif veya kuratif
amach kullanilan 6nemli ve sik bagvurulan bir tedavi seklidir. Her tedavinin faydasi
oldugu gibi istenmeyen bazi yan etkileri de olabilmektedir. Bu nedenle RT, tedavi
etmesinin yaninda sebep oldugu yan etkiler nedeni ile risk de olusturabilmektedir
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(Murshed ve ark, 2019). Ozellikle, tiimdére komsu olan normal dokularmn cinsi ve
radyasyona maruziyet kalma siiresi RT’den elde edilecek fayday: sinirlamaktadir (Nair

ve ark., 2001).

RT’den elde edilecek olas1 bu fayday: artirmak i¢in giiniimiizde ¢ok sayida in vivo ve in
vitro galismalar yiiriitiilmektedir. Ozellikle hayvan ¢alismalar1 bu konuda 6nemli bir yer
tutmaktadir. RT sirasinda uygulanan iyonize radyasyon, direkt olarak hiicrenin yapisal
kisimlarina (membran, hiicre iskeleti, DNA ve RNA yapilari, proteinler) fiziksel olarak
etki ederek hasarlar olusturabildigi gibi hiicre diizeyinde bir¢ok ROS olusturarak oksidatif
hasarlara da neden olmaktadir (Munoz-Espin ve Serrano, 2014; Santivasi ve Xia, 2014;
Marnett, 2000). Bununla birlikte RT’e bagli beyinde olusan yanit zincirinde; astrositler,
mikroglialar, oligodendrositler, endotelyal hiicreler ve ndronlarda inflamatuar bir kaskat

baslar ve progresif bir norolojik hasarlanma goriiliir (Moulder ve Cohen, 2007).

2.2. Radyoterapiye Bagh Beyin Hasari

Radyasyon tedavisinden sonra beyindeki histopatolojik degisiklikler kisiden kisiye
degisir ve tedavi edilen beynin konumu, yas, tan1 ve tedavinin dozu/teknigi dahil olmak
tizere bir¢ok faktore baghdir. Sekil 2.1.de gosterildigi gibi bunlar akut, erken donem ve
ge¢ donem olarak tanimlanmistir (Giglio ve Gilbert, 2003).

i Akut Erken DOnem

=Giinler icinde =Haftalar igcinde
«Odem, bas agnsi, uyku = Gecici demiyelinizasyon

hali =Uyku hali, dikkat Demas ve olum

hatalan
= Kisa dénem hafiza kaybi

Sekil 2.1: Radyasyonun Beyin Uzerindeki Etkilerin Zamanla Gosterimi (Greene-

Schloesser ve ark., 2012).



Radyasyona bagli beyin hasar1 genellikle fraksiyonel kismi (fWBI) veya tiim beyin
1sinlama sonrasinda gozlenir; bu sendrom hem anatomik hem de fonksiyonel eksiklikleri
icerir. Radyasyona bagli beyin hasar1 klinik olarak goriilme zamanina gore

akut erken gecikmeli ve ge¢ gecikmeli hasar olarak tanimlanir (Tofilon ve Fike, 2000).

Isinlamadan giinler ile haftalar sonra ortaya ¢ikan akut beyin hasari, mevcut giincel olarak
uygulanan radyasyon tedavisi tekniklerinde nadir olarak goriiliir. Erken gecikmis
beyin hasar1 1simnlamadan 1-6 ay sonra ortaya ¢ikar ve somnolansla birlikte gegici
demiyelinizasyon igerebilir. Bu erken hasarlarin her ikisi de ciddi reaksiyonlarla
sonuglanabilse de ayn1 zamanda geri doniisiimlii ve kendiliginden diizelebilen 6zelliklere
de sahiptir. Buna karsilik, histopatolojik olarak vaskiiler patolojiler, demiyelinizasyon ve
beyaz madde nekrozu sonuglanan ge¢ gecikmis beyin hasar1 (Schultheiss ve Stephens,
1992), genellikle 1sinlamadan 6 ay sonra goriilen geri dondiiriilemez ve ilerleyici
karaktere sahiptir. Klasik olarak bilinen ge¢ radyasyona bagli beyin hasari, yalnizca glial
(Maazen ve ark., 1993) veya vaskiiler endotelyal hiicrelerin (Calvo ve ark., 1988)

cogalma kapasitesindeki azalmaya bagli olarak ortaya ¢ikan bir olgu olarak bilinirdi.

Bu hiicre tiplerinden herhangi birinin kaybi1 sonucta beyaz cevher nekrozuna neden
olmasina karsin glial hiicrelerin kaybinin vaskiiler endotel hiicrelerinin kaybindan daha
once nekroza neden oldugu diisiiniiliiyordu. Fakat fraksiyonel kismi veya tiim beyin
isinlama (fWBI) alan hastalarin, tespit edilebilir anatomik anormallikleri olmasa bile
1sinlamadan sonraki 6. ayda onemli bilissel bozulmaya sahip olabilecegine dair artan bir

farkindalik vardir (Sundgren ve ark., 2009).

RT’ye bagli ortaya ¢ikan beyin hasarini agiklamaya calisan cesitli hipotezlerler vardir.

2.2.1. Vaskiiler Hipotez

Gec radyasyona bagli beyin hasarina iliskin vaskiiler hipotezin savunuculari, vaskiiler
hasarm iskemiye ve ikincil olarak beyaz cevher nekrozuna yol ac¢tigin1 savunurlar. Bu
hipotezi desteklemek icin, biiylik miktarda verilerden elde edilen datalar gére damar
duvar1 kalinlasmasi, damar genislemesi ve endotelyal hiicre niikleer genislemesi dahil
olmak tizere radyasyona bagl vaskiiler yapisal degisiklikleri tanimlamistir (Calvo ve ark.,
1988; Reinhold ve ark.,1990; Schultheiss ve Stephens, 1992). Isinlanmus rat beyinlerinde
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yapilan kantitatif ¢alismalar ayrica endotel hiicre ¢ekirdegi sayisinda, kan damari
yogunlugunda ve kan damari uzunlugunda zamana ve doza bagli azalmalar gostermistir
(Reinhold ve ark., 1990; Brown ve ark.,2007). Ayrica, radyasyon hasariin neredeyse
tamaminin damar sisteminde oldugu Boron Neutron Capture Therapy (BNCT)
calismalarinda beyaz cevher nekrozu meydana geldigni gosteren calismalar mevcuttur
(Morris ve ark., 1996). Kemirgenlerde yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, fWBI’den 2
ay sonra hipokampusun tiim boélgelerinde kilcal damar seyrelmesinin ve doku
hipoksisinin arttigin1 goéstermistir (Warrington ve ark., 2011a). Paradoksal bir sekilde, bu
arastirmacilar ayn1 zamanda diisiik ortam oksijen seviyelerinin beynin mikrovaskiiler
yogunlugunu diizeltebildigini (Warrington ve ark., 2011a; Warrington ve ark., 2011b) ve
biligsel bozuklugu tersine ¢evirdigini (Warrington ve ark., 2012) gosterdi.

Yapilan bir ¢aligmada, 5 Gy fraksiyonun her birinden sonra kuyruk damarina enjekte
edilen birincil kiiltiirlenmis fare fetal noral kok hiicreleri hem beyin endotel hiicrelerine
hem de cesitli beyin hiicrelerine farklilagsmasiyla hem serebral kan akisinda hem de
bilissel islevde radyasyona bagli diisiisii geri getirdi (Joo ve ark., 2012). Buna karsilik,
vaskiiler degisikliklerin olmaksizin radyasyona bagli nekroz bildirilmistir (Schultheiss ve
Stephens, 1992).

Endotelde meydana gelen ge¢ hasarin mekanizmasi, hasarli endotel hiicrelerinin yetersiz
onarimi nedenlidir. Buna bagli olarak kan beyin bariyeri (KBB) nin bozulmasi, doku
hipoksisi, hipoksiye yanit veren genlerin ekspresyonunda artis goriilebilir. Radyasyondan
sonraki haftalarda genetik etkilerin goriilmesiyle kalici bir degisiklik goriilir ve
tetiklendigi diislinlilen en onemli gen vaskiiler entotelyal biiylime faktorii (VGEF)

indiiksiyonu olarak 6n goriilmektedir (Nordal ve ark., 2004).

2.2.2. Parankimal Hipotez

Radyasyona bagli beyin hasarina iliskin parankimal hipotez baslangigta miyelin kiliflarin
olusumu i¢in gerekli olan oligodendrositler i{izerinde odaklandi. Olgun
oligodendrositlerin liretilmesi i¢in anahtar hiicre, ratda kranial RT’den sonra progenitor
hiicre olan iireme kapasitesini kaybeden tip 2 astrosit oligodendrositlerdir (O2A) (Raff ve
ark., 1983). Radyasyona bagh olarak oligodendrosit progenitor hiicrelerinin kaybinin,

sonugta oligodendrositlerin yerini almada yetersiz kalmistir. Bunun sonucu olarak
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demiyelinizasyon ve beyaz cevher nekrozu gelistigini rapor eden yayinlar mevcuttur
(Bellinzona ve ark., 1996; Kurita ve ark., 2001). Oligodendrositlerdeki radyasyona bagl
hasardan sonra gelisen ge¢ baslangicli beyaz cevher nekrozu ile tutarsizlik vardir
(Hornsey ve ark., 1981). Bu nedenle, oligodendrositlerdeki radyasyon hasari ile geg

radyasyona bagli beyin hasar1 arasindaki iligki halen belirsizligini korumaktadir.

Astrosit hiicreleri beyindeki toplam glial hiicre popiilasyonunun yaklasik %350’sini
olusturur (Hansson ve ark., 1988). Bir zamanlar yalnizca destekleyici bir rol oynuyor
olarak goriilen astrositler, artik sinaptik iletimin modiilasyonu ile ndrotrofik faktdr olan
birlikte temel fibroblast biiylime faktorii (FGF)’nii salgilanmasi uyarmak dahil
norogenezesi indiikleyerek ¢esitli islevleri ger¢eklestiren heterojen bir hiicre sinifi olarak
kabul edilmektedir. (Song ve ark., 2002; Seth ve Koul, 2008). Astrositlerin endotel
hiicrelerini ve noronlart oksidatif hasardan korudugu gosterilmistir (Wilson ve ark.,
1997). Rat ve fare beyninin 1ginlanmasi, glial fibriller asidik protein (GFAP) seviyelerini
hem akut (24 saat) hem de kronik (4-5 ay) olarak artirir (Chiang ve ark., 1993; Hong ve
ark., 1995).

Kosullu ortamdan 1isinlanmig mikroglial hiicrelerin astrogliozisi indiikleyerek radyasyona
bagli 6dem gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir (Hwang ve ark., 2006). Bununla
birlikte, ge¢ radyasyona bagli beyin hasarinin genel patogenezinde astrositlerin kesin rolii
hala belirsizdir, ancak muhtemelen beyindeki hem vaskiiler hem de diger parankimal
ogelerle etkileserek katkida bulundugu varsayilmaktadir (Greene-Schloesser ve ark.,
2012).

Hasarlanmadan sonra aktive olan mikroglia hiicre govdesinin yuvarlanmasi, hiicre
islemlerinin ve profilerasyonun geri kalmasi, artmis reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile
birlikte sitokin ve kemokinlerin reaksiyona katilmasiyla néroenflamasyona neden olurlar.
(Stoll ve Jander, 1999; Pocock ve Liddle, 2001; Gebicke-Haerter ve ark., 2001; Kim ve
Vellis, 2005).

Mikroglial aktivasyonun 6lii hiicrelerin fagositozunda 6nemli bir rol oynamasina ragmen,
stirekli aktivasyonun beyindeki kronik bir inflamatuar duruma katkida bulundugu
distiniilmektedir (Gebicke-Haerter, 2001; Joo ve ark., 2012). Doku kiiltiri

caligmalarinda aktive edilmis mikrogliaya 1sinlamanin proinflamatuar genler TNF-a, IL-
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1B, IL-6 ve Cox-2'nin ve kemokinler MCP-1 ve ICAM-1'in ekspresyonunda belirgin bir
artisa yol actigini gostermistir (Chiang ve ark., 1993; Kyrkanides ve ark., 1999;
Kyrkanides ve ark., 2002; Hwang ve ark., 2006; Lee ve ark., 2010).

Kemirgen caligsmalar1 ile birlikte insan beyni dokusunun analizi sonucu aktive olan
mikroglial hiicrelerinin, azalan hipokampal nérogenezis ve bilissel islev fonksiyonlariyla
iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir (Monje ve ark., 2002; Raber ve ark., 2004; Monje
ve ark., 2007). Son olarak aktive edilmis mikroglia sayisini etkilemeden yeni néronlar
olusturan fetal noronal kok hiicrelerin (NSC) ortotopik enjeksiyonlari, kemirgenlerde
radyasyona bagli biligsel bozuklugu tersine ¢evirdigi bildirilmistir (Acharya ve ark.,
2009; Acharya ve ark., 2011).

2.2.3. Coklu Hiicre Hipotezi

Coklu hiicre hipotezinde vaskiiler veya parankimal hipotezlerde tek bir hiicre veya doku
biligsel bozukluk da dahil olmak iizere ge¢ gecikmis radyasyona bagli beyin hasarini tam
olarak agiklayamadigi i¢in, radyasyona bagl geg etkilerin artik dinamik beyindeki ¢oklu

hiicre tipleri arasindaki etkilesimlerle olabilecegini savunmustur (Tofilon ve Fike, 2000).

2.3. Radyoterapiye Bagh Degisimler

Radyasyona bagli beyin hasar1 (RBBH), radyasyonun beynin bir parcasina veya
tamamina uygulanmasi sonrasinda gozlenen bir durumdur. Anatomik veya fonksiyonel
defisitler ile kendini gosterebilir. RBBH, zaman durumuna bagli olarak akut, erken
dénem veya ge¢ donem olarak adlandirilmaktadir (Greene-Schloesser ve ark., 2012).
Radyasyon, 6zellikle beynin primer veya metastatik tiimorlerinde efektif tedavi sonuglari
sunabilir (Patchell ve ark., 1998).

Hiicre, doku, organ ve biitiin organizma iizerinde iyonize radyasyon tarafindan meydana
gelebilecek kompleks sonuglar vardir. Biyolojik dokularda DNA ve kromozom
lezyonlari, hiicre 6liimii, hiicre dongiisiinde bozulma, sistemik etkilenim, embriyolar ve
genetik yap1 ilizerinde etkiler goriilmektedir. Giinlimiizde ise bir yandan radyasyon
onkolojisinde tedavi edici etkileri ile kullanilmaktadir (Murshed, 2019). Ayrica bir diger
onemli bir nokta ise ileride RT uygulamasi yapilacak yasl hasta populasyonlarinda artis
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beklenmektedir. Etkili ve sonu¢ alan bu uygulamalar neticesinde 70 yas alti RT
uygulanan hastalarin daha uzun siire yasayabilecekleride gozoniinde bulundurulmalidir.
Genel olarak yash hasta kanser vakalarinin %50’si RT kemoterapiye ve cerrahi
girisimlere gore oldukga az toksik etkiye sahip oldugundan RT almaktadir (Kurtman ve
ark., 2016).

Radyasyonun yan etkileri genel olarak lokal olup RT verilen hedef bolge igerisinde veya
yakininda olan organ veya dokular radyasyondan etkilenir. Ornegin Akciger kanserli bir
hastanin RT sahasi igerisinde kalan 6zefagus, kalp, normal akciger dokusu, medulla
spinalis etkilenebilir. Beyin tiimorlii bir hastaya RT uygulanirken tiimore yakin normal
beyin dokusu, optik sinirler, optik kiazma, beyin sap1 etkilenebilir. Jinekolojik tiimdrii
olan bir hastaya RT verildiginde rektum, mesane etkilenebilir. Mide, pankeras ve batin
ici diger tiimorlerde RT verildiginde ise medulla spinalis, karaciger ve bobrekler RT den
olumsuz etkilenebilir. Her hiicrenin radyasyona verdigi yanit farklidir. Bu yanit farkliligin
nedeni olarak iyi diferansiyele olmamuis sik boliinen over ve testis hiicreleri, kan dolasimi
hiicreleri, GIS hiicreler radyasyona olduk¢a duyarliyken az veya hi¢ béliinmeyen, iyi
diferansiyele olan; K.C, bobrek, kikirdak, kas, sinir hiicreleri gibi hiicre gruplarin

radyasyona verdigi yanit son derece diisiiktiir (Yaren ve Karayilanoglu, 2005).

Viicudunun tamaminin veya bir kismimin yiiksek dozda radyasyona maruz kalmasiyla
radyasyonun akut etkisi baglar. Radyasyonun kronik etkisi i¢in belli bir kulucka siiresi
gereklidir. Iyonize olan radyasyon biyolojik olarak hiicresel diizeyde atomlar iyonlasip
hiicre i¢i yapilara zarar verirler. Radyasyonun hem somatik hem de genetik etkisi s6z
konusudur (Dasdag, 2010). Hipokampusunda radyasyondan kaynaklanan zarardan dolay1

islevi olumsuz etkilenmektedir (Deng ve ark., 2009).

Beyin dokusunda radyasyonun olusturdugu hasarlara bagli tolerans dozlar1 yaklasik
olarak hesaplanmistir. Beyinin tiimiine 45 Gy ile 1s1n uygulandiginda %35, 60 Gy ile ise
%350 oraninda beyin dokusu nekroze olmaktadir (Rubin P ve ark., 1978).

Ayrica beyin degisikliklerinin ve islev bozuklugunun 1sinlamadan sonra erken basladigi

bulunmustur. Bu da erken patolojik durumlarn indiikleyebilecegini gostermektedir

(Makale ve ark., 2017b). Genel olarak, mevcut kanitlar, klinik olarak terapotik dozlarda
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lokal radyasyonun her zaman dogal ve adaptif bagisiklik sisteminin bir miktar

aktivasyonunu ortaya ¢ikardigini géstermektedir (McBride ve ark., 2004).

Son 20 yilda yapilan arastirmalarda RBBH, farkli hiicre tipleri arasinda dinamik
etkilesimin oldugu, gecikmis mitotik aktiviteye bagli olarak vaskiiler ve parankimal
hiicrelerin 61diigii goriilmiistiir. Beyinde olusan yanit zincirinde; astrositler, mikroglialar,
oligodendrositler, endotelyal hiicreler ve noronlarda inflamatuar bir kaskat baglar ve

progressif bir norolojik hasarlanma goriliir (Moulder ve Cohen, 2007).

Hayvan modellerinde potansiyel hasarlanma mekanizmalar1 ve ndroinflamasyon yapisi
arastirilmaktadir. Norovaskiiler bolge olan KBB’de hasarlanma, ndéron progenitor
hiicrelerin 6liimii, hipokampiisteki ndrogenezis mekanizmasinin inhibisyonu ve glialarin
direkt aktivasyonu ile sonuglanan bir siire¢ meydana gelmektedir (Turnquist ve ark.,
2020).

Ozellikle kraniyal RT sonrasinda tiimdr yapisinin incelenmesi igin yeniden &rnekleme
yapilarak patolojik olarak radyasyonun ortaya ¢ikarttigi degisikler gézlenmektedir. Bazi
vakalarda sadece nekroz dokusu goriiliir. Bunun yanisira neoplastik doniisiim olmayan
dokularada, astrogliosis, vaskiiler degisikler, doku kaybi, kronik inflamasyon, glial ve
noral atipi gorlilmektedir. Vaskiiler dokuda tromboz, hemoraji, hiyalinize olmus alanlar
gbzlenir. Immunolojik takip yapildiginda bazi vakalarda proliferatif tiimor hiicreleri

gozlenmektedir (Belka ve ark., 2001; Perry ve Schmidt, 2006).

Radyasyona bagli kromozomal anormalliklerin sayis1 ile 6liim arasinda dogrudan bir

iliski vardir (Hall ve ark., 1988).

Hipokampal bolgenin RT almasi norogenezis fonksiyonun yavaslamasina ve sonugta
hafiza kaybi ile sonuglanir. Glial veya metastatik tiimorlerden sonra gelisen norokognitif
bozukluklarin RT uygulanmasi biiylik 6nem arz etmektedir. Bunun i¢in RT uygulanan
hastalara fraksiyon basina 3 Gy tstiindeki dozlarda ve toplam olarak 45-60 Gy den fazla
dozda uygulama yapildig1 zaman oldukga dikkatli davranmak gerekmektedir (Kurtman
ve ark., 2016).
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2.3.1. Apoptozis

Apoptozis, tiim hiicrelerin dogasinda bulunan bir hiicre intihar sistemidir. Okaryotik
hiicreler ve ¢esitli molekiiller tarafindan diizenlenir. Isinlama, hiicrelerde p53 aktivasyonu
yoluyla veya plazma zarlarinda seramid iiretimi yoluyla apoptozisi indiikleyebilse de,
radyasyona bagli apoptozisin  oligodendroglial  hiicrelerde  daha  etkili
olduguna dair 6nemli bir kanit yoktur. Noronlarin biiyiik olasilikla X-1sinlarina apoptotik
tepkisi, DNA hasarinin bir sonucudur (Sekil 2.2). Ciinkii radyasyona bagli hiicre
oliimiiniin bu tiir bir hasarla ilgili olabilecegine dair 6nemli kanitlar var. Ornegin,
hiicreler, ¢ekirdekte hedeflenen radyasyona, sitoplazma veya plazma zarinda hedeflenen

radyasyona gore ¢cok daha duyarlidir (Marin ve Bender, 1963; Munro ve ark., 1970).

Ayrica, teorik degerlendirmeler, lipid veya proteinlerin X-isinlarina verilen yanittan
sorumlu olmasinin pek olasit olmadigini gostermektedir. Ciinkii 100 Gy’ye kadar olan
dozlarin bu molekiillerin yalnizca 0,01%'ine zarar verebilecegini gostermektedir (Bump

ve Brown, 1990).

radyasyon DNA' daki hidrojen B g 98 =
kdpriileri fotonun direkt Cift zincir king
etkisi ile iyonize olur
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Sekil 2.2: Iyonize Radyasyonun Etkileri (Yalgin, 2021)
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Iyonize radyasyon (IR) siklikla i¢sel (mitokondriyal aracili), digsal (6liim reseptdrii
aracilr) ve membran (seramid {iiretimi) apoptotik yollar1 indiikler. I¢sel (mitokondriyal
aracil1) ve digsal (6liim reseptorii aracili) apoptotik yollar p53 tarafindan aktive edilirken,
membran stres yolagi ise seramidin ikinci haberci olarak etkisiyle baslamaktadir (Maier
ve ark., 2016). Yani p53 ekspresyonu, p53’e bagli apoptozisi indiiklemede ¢ok 6nemli bir
role sahiptir ve yiikksek p53 mRNA ekspresyonu olan hiicreler radyasyona bagl
apoptozise karsi daha hassastir (Flores ve ark., 2019).

Kaspaz kaskad1 aktivasyonundaki kusurlarin tiimor ilerlemesine ve metastaza yol agtigi
iyi bilinmektedir. Tiimor hiicrelerinin IR’a duyarli hale getiren bilesikler tarafindan
aktivasyonun saglanmasi ise ayni zamanda apoptozisin indiiklenmesine, timor
boyutunun kiiciilmesine ve kanser gelisiminin kontroliine sebep olur. Radyasyona maruz
kaldiktan sonra kaspaz-3 proteininin ekspresyonundaki artis, apoptotik yolla hiicre

6liimiine neden olur (Ju ve ark., 2007; Hosokawa ve ark., 2005).

Apoptotik reseptdr agonistlerinin, 6rnegin TNF-iligkili apoptozisi indiikleyen ligand
(TRAIL) reseptorlerine spesifik olarak baglanan monoklonal antikor ligandlar1 IR ile
kombinasyon halinde kaspaz yolagin1 kademeli olarak aktive etmek suretiyle sinerjik bir
sekilde apoptotik etki olusturduklar gosterilmistir (Marini ve Budach., 2009; Marini ve
ark., 2006; Marini ve ark., 2003; Marini ve ark., 2009).

Fraksiyonel radyoterapi, malign beyin tiimorleri i¢in yerlesmis bir tedavidir. Son
zamanlarda iyi huylu intrakranial timérler ve serebrovaskiiler malformasyonlara lokalize
tek doz veya sinirh fraksiyone 1sinlama endikasyon almasiyla smirlarini genisletti.
Ancak, bu tiir bir tedaviler normal beyin i¢in akut beyin 6demi, l6koensefalopati ve
gecikmis radyasyon nekrozu agisindan biiylik dezavantajlar olabilir. Merkezi Sinir
sistemindeki (MSS) c¢esitli hiicre tiirleri arasinda, oligodendrositler 1sinlamaya karsi en
hassas olanlardir (Kogel ve ark., 1986; Hopewell ve Hubbard, 1978). Bu hiicreler, néronal
aksonlar boyunca miyelin kiliflar1 iiretir ve korur. Bu nedenle, oligodendrositlerde
radyasyon hasar1 beyin atrofisi ile iliskili progresif l6koensefalopati gibi demiyelinizan

stirecleri tetikledigi diistiniilmektedir (Asai ve ark.,2001).
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Spinal korddaki ve birincil kiiltiirdeki oligodendrositler 1ginlamadan sonra apoptozise
ugrar ve bu olgu DNA fragmantasyonu ile karakterizedir (Li ve ark., 1996; Li ve ark.,

1997).

Radyasyon hasarini izleyen ilk 24 saat i¢inde karsimiza apoptozis yaniti1 ¢ikabilir
(Shinohara ve ark., 1997). Li ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen diger bir
calismada, endoteliyal hiicre 6liimii sonrasinda KBB permabilitesini dogrudan etkiledigi

gosterilmistir (Li ve ark., 2003).

Serebral iskemi ve reperfiizyonun gibi diger oksidatif stres tiirlerinde beyinde DNA
degisikliklerine neden olarak apoptozise neden olabilecegini gosteren ¢alismalar
mevcuttur(Mac-Manus ve ark., 1993; Hill ve ark.,1995; Islam ve ark., 1995; Li ve
ark.,1995; Linnik ve ark.,1995; Du ve ark.,1996; Liu ve ark.,1996).

Radyasyonun neden oldugu beyin yaralanmalari arasinda glial atrofi demiyelinizasyon,
nekroz, degisen derecelerde vaskiiler degisiklikler ve diger histopatolojik degisiklikleri
icerir. 20 Gy’den daha yiiksek radyasyon dozlari1 kesinlikle serebrovaskiiler lezyonlara
neden olacaktir (Hopewell ve ark., 1989). Birka¢ ¢alismada, Wistar albino ratlari, 10 ila
40 Gy arasinda degisen dozlarda tek doz, tiim beyin radyasyonu ile 1ginlanmistir. 10
Gy’de radyasyona maruz birakilan ratlar, 6liime kadar hi¢bir 6nemli histopatolojik veya
klinik degisiklik gostermemekle beraber kisalan bir hayatta kalim siiresi de
gostermislerdir. Ancak, 20 Gy ile 1sinlanmis ratlarda maruziyetten 15 ay sonra nekrozu
olmayan serebrovaskiiler lezyonlar gozlendi. Baskin vaskiiler lezyonlar arasinda hiyalin
kalinlagsmas1 ve damar duvarlarinda fibrinoid nekroz ile mikroanevrizmalar yer aliyordu.
Bununla birlikte 30 ve 40 Gy doz alan ratlarda, esas olarak biiyiik degisiklikler beyaz
cevherde 6zellikle de hipokampusun i¢ kapsiilii ve fimbriasinda meydana gelen nekrotik

lezyonlar histopatolojik olarak 6n plandaydi(Calvo ve ark.,1988)

2.3.2. Oksidatif Stres ve inflamatuar Cevap

Kimyada serbest radikal (SR), bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren ve
eslesmemis elektronunu bagka bir molekiile vererek veya onu alarak diger molekiillerle
reaksiyona girebilen nispeten kararli bir tiirdiir. Bu kararliligi artirmak i¢in bagka bir
molekiilden reaksiyona girdigi molekiilii diger bir SR'e doniistiiriir. SR reaksiyonlarmin
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ortak bir 6zelligi, zincirleme giden reaksiyon tipleridir. Sonugta bir serbest radikal, baska
bir serbest radikalin olusumuna yol acgar. Bu islem yalnizca iki SR’ler birbiriyle
reaksiyona girdiginde durur. Biyolojik baglamda, reaktif oksijen tiirleri (ROS), oksijenli
solunum yolunun hiicresel diizeydeki metabolizmasi sonucu dogal olarak ortaya cikar.
Mitokondriyal solunum, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) (Mailloux ve ark., 2020) 6nemli
bir nedenidir. Mitokondriye ek olarak, ROS, NADPH oksidazlar (NOX), ksantin oksidaz,
nitrik oksit sentaz ve peroksizomal bilesenler gibi cesitli enzimler vardir (Magnani ve
ark., 2019). Ayrica iyonlastirict ve UV radyasyonunun yani sira ¢ok ¢esitli ilaglarin ve
ksenobiyotiklerin metabolizmasi ile iiretilirler. Endoplazmik retikulumda, proteinlerin
katlanmas1 ve disiilfid baglarinin olusumu sirasinda oksidanlar salinir. Bunlar, birgok
hiicre tiiri tarafindan iiretilen O2 molekiiliiniin elektronlar1 kabul etme yeteneginden
tiiretilen oldukga reaktif kimyasal molekiillerdir. Bu molekiiller ¢esitli hiicreler tarafindan
tiretilen siiperoksit anyonu (O2), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OH) ve tekli
oksijen gibi ardisira kararsiz molekiiller iiretir (Collin ve ark., 2019). Fizyolojik ROS
seviyeleri, hiicre sinyallesmesi ve homeostazis fonksiyonlarini yerine getirmek igin
hiicrelerin normal isleyisine oOzgiidiir (Sies ve ark., 2020). Ote yandan, fazla
iretildiklerinde veya hiicresel savunmalar bunlar1 metabolize edemediginde oksidatif
stres hasari meydana gelir (Heid ve ark., 2013). Bazi gi¢li ROS temizleyici
antioksidanlarin kullanimi, radyasyona bagli apoptozis, inflamasyon ve oksidatif stres
(OS) iizerindeki koruyucu etkilerini ve normal doku hasarina korumaya yonelik etkiler

saglayabilmektedir.

Genel olarak, iyonlagtirict radyasyon, biyolojik etkilerini, dogrudan veya dolayli olarak,
bir hiicrenin molekiiler veya fonksiyonel fenotipini degistirebilen ROS {ireterek tiretir.
ROS'ta akut doza bagiml bir artig sonucu astrositler, mikroglia ve ndron kiiltiirlerinde
Olciilmiistiir (Ramanan ve ark., 2008). Kronik oksidatif stresin genellikle 1sinlamanin
mikroglia'y1 aktive ettigi ve bagisiklik hiicrelerinin beyne sizmasina neden oldugu bir
inflamatuar tepkiden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bu hiicreler daha sonra ROS
tireterek daha fazla mikrogliay1 aktive edip oksidatif stres seviyesini koruyabilen veya
bunu artirabilen pek¢ok sayida bagisiklik hiicresinin ilgisini ¢ekmesine sebep olur
Kronik oksidatif stresi azaltmak i¢in tasarlanan miidahaleler, bilissel bozukluk da dahil
olmak tizere gec radyasyona bagli beyin hasarini onleme veya iyilestirme firsat1 sunar.
Ozellikle hayvanlarla yapilan uzun siireli ¢aligmalarda, OS’in hem 6lciilmesi hem de

yorumlanmasi zordur (Robbins ve ark., 2012).
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Beyine radyasyon uygulamasindan sonra hiicresel diizeyde biyokimyasal
parametrelerden ROS, TNF-a, IL-1B ve IL-6 gibi enflamatuar sitokinler neticede
inflamasyon ve doku hasarina neden olarak, dogrudan DNA hasarina yol acar ve mukozal
epitelyumun ilk hasarimi indiikler. Bunun sonucu ortaya ¢ikan doku hasari iilserasyona ve
ardindan Gr(-) bakteriler ile kolonizasyona yol acip, KBB’nin bozulmasiyla
sonuglanabilir. Bundan dolayr 1sinlamadan sonra artan OS enflamasyona yanit olarak
genellikle bir¢ok parametre kullanilir. Bu yanittan sonra TNF-a, IL-1B, ICAM-1 ve
COX-2 gibi proinflamatuar molekiillerin artmasi ile birlikte (Ramanan ve ark., 2008; Lee
ve ark., 2010) niikleer faktor kappa beta (NFkB) proinflamatuar transkripsiyon faktorleri
artmasi eslik eder (Chiang ve ark.,1997; Raju ve ark.,1999; Kyrkanides ve ark., 1999;
Kyrkanides ve ark., 2002; Lee ve ark., 2010).

2.4. MELATONININ OZELLIiKLERIi

Melatonin, diger adyla N-asetil-5-metoksitriptamin temel olarak pineal bezde
pinealositler tarafindan bulunan serotonininin (5-hydroxytryptophan), metoksillenmis ve
N-asetillenmis bir ara metabotolitidir (Sekil 2.3). Melatonin’nin sentezi ve salinimi
karanlikta hizlanir ve 1s1kta inhibe edilir (Tovito ve ark., 1999). Aydinlik ortam bilgisi
Hipotalamusun suprakiazmatik ¢ekirdegi (SCN) yoluyla retinadan epifiz bezine iletilir.
Insanlarda salgis1 giin batimimdan hemen sonra baslar. Gece yarisinda (sabah 2 ile 4
arasinda) zirveye ulasir ve gecenin ikinci yarisinda kademeli olarak azalir (Brzezinski ve
ark., 1997). Melatoninin yaklasik %80’ gece sentezlenir ve serum konsantrasyonlari 80
ile 120 pg/ml arasinda degisir. Giindiiz saatlerinde serum konsantrasyonlar diisiiktiir (10-
20 pg/ml) (Karasek ve ark., 2006) Melatonin sentezlendikten kisa bir siire i¢inde merkezi

ve periferdeki dokulara hizla ulastirilmak igin sistemik dolasima hemen verilir.

Melatoninerjik reseptorler santral sinir sistemi (S.S.S) basta olmak tizere periferde gesitli
dokularada goriilmektedir. En 1y1 karakterize edilen yol, yiiksek afiniteli MT1 bolgeleri
ve diistik afiniteli MT2 bolgeleri olmak {izere iki tiir membrana 6zgii reseptorlerin
aktivasyonudur (Dubocovich ve ark., 995; Morgan ve ark., 1994). G proteinine bagh
reseptorler (Ebisawa ve ark., 1994) olan MT1 reseptorlerinin aktivasyonu ile hedef
hiicrelerde adenilat siklazin inhibisyonuna yol acar. MT3, Kinon rediiktaz 2 enzimidir.

Bu enzim, kinonlarin elektron transfer reaksiyonlarini 6nleyerek oksidatif stresi onlemede
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rol oynayan rediiktaz grubuna dahil enzimdir (Pandi-Perumal ve ark., 2008). Bu enzim
veya MT3 reseptorii, karaciger, bobrek, kalp, akciger, bagirsak, kas ve kahverengi yag
dokusunda bulunur. Kinon rediiktaz 2 bir detoksifikasyon enzimidir. G6z i¢i basincinin
diizenlenmesinde yer aldigina dair kanitlar mevcuttur (Cardinali ve ark., 1997;

Ekmekcioglu ve ark., 2006).

MT’erjik reseptorler, kalp ve atardamarlar, adrenal gland, bobrek, akciger, karaciger,
safra kesesi, ince bagirsak, adipositler, yamurtaliklar, meme, prostat ve deri uterus dahil
olmak iizere birgok merkezi ve periferik dokularda bulunmustur (Ekmekcioglu ve ark.,
2006). Ayrica, T ve B lenfositlerinde de tespit edilmislerdir. Calismalar tiirler arasinda
MLT reseptorlerinin ekspresyonunun yogunlugu ve konumunda onemli farkliliklar

oldugunu gostermektedir (Morgan ve ark., 1994).

MLT, MT1 ve MT2 reseptorlerini dogrudan etkileyerek uyku-uyaniklik ritmi,
noroendokrin ritim ve viicut sicakligi dengesi gibi sirkadiyen ritimler {izerinde diizenleme
mekanizmaina sahiptir (Karasek ve ark., 2006; Ekmekcioglu ve ark., 2006; Zisapel ve
ark., 2001). MLT ayrica erken fetal gelisimi dogrudan etkileyebilir. Plasenta, glial ve
noronal gelisim ile fetusun biyolojik saatinin ayarlanmasinda ontojenik fonksiyonlari

oldugu belirtilmektedir (lwasaki ve ark., 2005; Niles ve ark., 2004).

2003 yilindaki bir galismada 1000 Cgray iyonize radyasyonun indukledigi rat beynindeki
Melatoninin DNA hasar1 tlizerindeki koruyucu etkisini oldugu gostermistir. Isinlamis
beyin hiicrelerinde 100mg/kg melatonin uygulanan ratlarda DNA zincir kopmasini
azaltarak ve lipid peroksidasyonunu Onleyerek antioksidatif etki gosterdigini

belirtmislerdir (Undeger ve ark., 2004).

2021 yilinda yapilan bir ¢alismada gama radyasyonla induklenmis beyin hasarinda
melatoninin belirgin bir sekilde 1sinlamis rat beyinlerinde antioksidatif etki gosterdigini

ortaya ¢ikarmustir (E1-Missiry ve ark., 2021).

2019’daki baska bir yayinda MLT travmatize beyin hasarinda kullanilmis olup ¢alisma
sonucuna gore MLT kullaniminin hafif hasarli dokuda (cAMP-dependent protein kinase
(PKA)/ cAMP response element binding (CREB) sinyal yolagiyla enerji agigini kapatip
beyin hasarmni 6nledigi yoniinde bilgiye ulasilmistir (Yang ve ark., 2017 a).

17



(Hy

5 (f 0 H0 o
‘ 0
B, " i S S T
b Yk e YT WY vy %\V{g
| W oo M ASHT

M W

L)

Tryptophan S-hydroxytryptophan Serotonin N-acetylserotonin Melatonin

Sekil 2.3: Melatonin Sentezi (Mannino ve ark., 2021)
(TPH: tryptophan hidroksilaz; AADC: aromatic amino asid dekarboksilaz; AANAT:

aralkylamine N-acetiltransferaz; ASMTSs: acetylserotonin O-metiltransferaz.)
2.5. Ramelteon (RML)’nun Ozellikleri

2.5.1. RML’nun Tarihi

1992°de Takeda Pharmaceutical, uykusuzluk tedavisine yonelik alternatif stratejiler
arastirmak ic¢in bir plan baglatti. Bir MLT reseptor agonisti olusturmaya odaklandilar.
1996 yilinda, simdi RML olarak bilinen TAK-375 gelistirildi. Bilesigin klinik denemeleri
1999°da basladi. Bu denemeler, yi1lda 800’den fazla denekle toplamada 7900’den fazla
benzersiz denek kullanim sayisini igeriyordu. RML’nun gelistirilmesinde yiiriitiilen
caligmalar genel etkililik ve giivenlik protokollerinin yani sira farmakokinetik ve
farmakodinamik 6zellikleri, toksikolojiyi, kotiiye kullanimi ve spesifik 6zel

popiilasyonlarda kullanim incelemelerini i¢cermistir.
RML i¢in yeni ila¢ bagvurusu Eyliil 2004’te FDA’ya sunulmus olup nihayetinde

Temmuz 2005°te onaylanmistir. RML, ABD’de Eyliil 2005°te Rozerem adiyla kullanima

sunulmustur.
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2.5.2.Ramelteon (RML)’nun Kimyasi

RML’nun kimyasal yapist (S)-N-[2-(1,6,7,8-tetrahidro-2H-indeno-[5,4-b)’dir. RML’un
yapist Sekil 2.4’de gosterilmistir.

HsC2CONHCH-CH

Sekil.2.4: Ramelteon (RML)’nun Yapisal Hali (Takeda Pharmaceutica.,2021)

2.5.3. Farmakodinamik Ozellikler ve Etki Diizenekleri

RML’nun in vitro reseptdr baglama deneylerinde MT1 ve MT2 MLT reseptorii alt
tiplerinin bir agonisti oldugu gosterilmistir (Kato ve ark., 2005). MLT ile
karsilastirildiginda, RML’nun bu baglanma bdlgeleri i¢in dnemli 6l¢iide daha fazla
afiniteye ve segicilige sahip oldugu gosterildi. In vitro ¢alismalarda RML'un ayrisma
sabiti (Ki) MLT den 3-16 kat daha yiiksek ¢ikmistir. MLT inin aksine RML memelilerde
genis doku dagilimina sahip olan kinon rediiktaz 2 enziminin melatonine duyarli bir
bi¢imini temsil eden MT3 baglanma bdlgesi i¢in dnemli dlclide daha diisiik afiniteye
sahiptir. RML’la in vitro yapilan bir¢cok c¢alismada benzodiazepin, dopamin ve opiat
reseptorleri dahil olmak iizere ligand baglanma bdlgeleri i¢in Olgiilebilir bir afinitesi
olmadigin1 gdstermistir. Klinik dncesi uyku ile ilgili etkileri degerlendirmek i¢in hayvan
denekleriyle yapilan ¢alismalarda serbest¢e hareket eden kediler (Miyamoto ve ark.,
2004) ve makak maymunlar1 (Yukuhiro ve ark., 2004) kullanilmistir. RML’nun kedi
caligmasinda oral olarak uygulanan eksojen MLT ile karsilastirilmasi yapilmistir. Uyku
ozellikleri degerlendirmek icin elektroensefalogram (EEG) kas gerilimi ve goz
hareketlerini iceren gozlemler yapildi. Sonu¢ta RML’nun uyanikligi 6nemli olgiide
azalttigi gozlendi. MLT nin 2 saate kadar siiren eksojen etkilerinin aksine
RML’nun genis bir dozaj aralig1 ile birlikte 6 saate kadar siiren etkisini ortaya ¢iktigi

gosterildi. Ayrica RML’un uykuyu tesvik etmede MLT den yaklagik 10 kat daha giiclii
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oldugu bulundu. Makaklarda RML, eksojen MLT ve zolpidem ajanlartyla yapilan
calismada RML’nun 6nemli olclide uyku gecikmesini kisalttigi ve bununla birlikte
MLT’nin toplam uyku siiresini arttirmasina ragmen uyku gecikmesi ve uyku siiresi
lizerinde daha az etkisi oldugu raporlandi. Ayrica RML ve MLT ile higbir sekilde
davranig degisikligine rastlanmamakla birlikte zolpidemin en yiiksek yiiksek dozlarinda

sedasyon ve kas gevsemesi gozlendi (Yukuhiro ve ark., 2004).

2.5.4 Farmakokinetik Ozellikler

Ramelteon hizla emilir ve 1 saatten daha kisa siirede en yliksek serum konsantrasyonuna
ulagir (Hibberd ve Stevenson, 2004; Karim, 2006a). Kapsamli ilk gec¢is metabolizmasi
vardir ve oral dozu takiben ortalama sistemik yararlanim %?2’den azdir (Amakye ve ark.,
2004). insanlarda protein baglanmasi yaklasik %82’dir (Takeda Pharmaceuticals.,2021).
RML'nun genis bir doz araligindaki farmakokinetik calismalari, tepe konsantrasyon ve
toplam sistemik maruziyette biiylik 6l¢iide denekler arasi degiskenlik gostermektedir
(Karim ve ark.,2006). Tlaglarin egri altindaki alan (AUC) degeri ilacin klirensi ile ters
orantilidir. Yani, klirens ne kadar yiiksekse, ilag sistemik dolasimda o kadar az zaman
harcar ve plazma ila¢ konsantrasyonunda ki diisiis o kadar hizli olur. RML’nun gida ile
birlikte verilmesi AUC (egri altindaki alan)’u arttirir, Tmax’1 geciktirir ve Cmax’1 azaltir
(Karim ve ark., 2004a). Etki baslangic1 a¢ karnina daha hizli olmasina ragmen klinik
olarak anlamli olmayabilir. RML nun yiiksek yagl yemeklerle birlikte veya bundan
hemen sonra kullanilmasi absorpsiyonda beklenen gecikmeden dolayr yagh yemek
onerilmez. RML metabolizmas: birincil olarak CYP1A2 izozimiyle ve ikincil olarak
CYP2Calt ailesi ve CYP3A4 izozimleriyle gergeklesir. RML'mun eliminasyon yar1 6mrii
yetigkinlerde ve yasli deneklerde genellikle 2 saatin altindadir ve cinsiyetten etkilenmez
(Karim ve ark., 2006; Greenblatt ve ark., 2007). Insanlarda RML ‘nun serum dl¢iimleri
MI, M-11, M-I1l ve M-IV olmak tizere dort metaboliti tanimlar. M-1I' metaboliti RML ile
benzer farmakodinamik &zelliklere sahip olan tek aktif metabolit olup yaklagik olarak
RML’nun 1/10’1 kadar etkisine sahiptir. M-II metaboliti en yiiksek sistemik maruziyete
sahiptir. Ancak yaklasik 2—4 saatlik bir eliminasyon yar1 dmriine sahiptir (Karim ve ark.,

2006).
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2.5.5. Terapétik Etkinligi ve Oksidatif Stres, Inflamasyon Uzerindeki Etkileri

RML toksisitesi tam olarak tanimlanamamistir. Ancak bir klinik ¢alismada prolaktin
seviyelerinde artis gozlenmistir. MLT reseptorlerinin, uyku-uyaniklik dongiisiiniin
altinda yatan giin i¢i ritmin siirdiiriilmesinde rol oynadigina inanilir. S.S.S’deki
GABA’erjik norotransmisyon iizerine ilacin dogrudan etkisi yoktur. RML’nin FDA
gebelik kategorisi C’dir (Katzung ve ark., 2004).

Wang ve ark. 2019 yilindaki ratlarda Travmatik Beyin Hasar1 (TBH) olusturarak yapilan
bir caligmada RML tedavisiyle beyin dokusu ve serumda antienflamatuar sitokin
salimimini ve antioksidan aktiviteyi arttirdigi, proenflamatuar sitokin salinimi azalttigi
gosterilmistir. Yine ayni sekilde benzer hayvan modelli ¢alismalarda RML’nun tipki
MLT gibi belirgin bir antioksidatif kapasiteye ve antienflamatuar etkiye sahip oldugunu
gostermislerdir (Li ve ark., 2020). Ayrica uyku sorunu olan kronik migren hastalarda

etkili oldugu gosterilmistir (Kuriyama ve ark., 2014; Hou ve ark., 2016).

Yaslh populasyonda yiiksek morbiditeye sahip norodejeneratif hastalik olan Parkinson
hastalarinda yapilan baska bir ¢alismada RML’nin insan SH-SY5Y (Cell Line human
Neuroblast from neural tissue, SH-SY5Y bilimsel arastirmalarda kullanilan insan
kaynakli bir hiicre dizisidir) néronal hiicrelerinde 6-OHDA (6-hidroksi dopamin) ’ya
bagli hiicresel yaslanma iizerindeki etkisi i¢in yapilan c¢alismanin sonuglarina gore
RML’nin faydali etkisinin oldugu ve bu etkiyi Nrf2 (Nuclear factor-erythroid 2 )’i aktive
ederek gosterdigini belirtmislerdir (Dan Liu ve ark., 2021).

2021 yilindaki bir bagka calismada RML mitokondriyal yolla néronal hiicrelerde
meydana gelen Parkinson hastaligi gibi noérodejeneratif hastaliklarda 1-metil-4-
fenilpiridinyum (MPP+)’un yol actig1 norotoksisiteyi mitokondriyal yolak ile diizelttigi
bilgisine ulasilmistir (Liu ve ark., 2021a).

Buna benzer baska bir calismada RML; Nrf2’i aktive ederek beyin damarlarindaki
oksidatif stresi diizelttigi ve ayrica lipopolisakkarit (LPS)’e bagli endotelyal monolayer
gecirgenligindeki artis ve beyin endotelyal hiicreleri (bEnd.3)’nde sik1 baglanti protein
ekspresyonundaki azalmay1 tersine gevirerek beyni korudugu gosterilmistir (Li ve ark.,
2021b).
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2020’deki bir ¢aligmanin sonunda hem kronik hem de akut beyin iskemisi sonucu olusan
inme tedavisinde RML’nun potansiyel faydasi oldugu kullaniminin akilci bir segenek

olabilecegi vurgulanmistir (Wu ve ark., 2020).

2019 yilindaki bir yayinda ise toplam hayatta kalan 16 rat iizerinde beyine agirlik diisiirme
modellemesiyle olusturulan travmatik beyin hasarinda RML’nun Nrf2 yolagini uyararak
antienflamatuar ve antioksidatif etkisini gdsterdigini ve bunun TBH’nin tedavisinde

potansiyel kronoterapotik strateji olabilecegini agiklanmigtir (Wang ve ark., 2019).

Sekil 2.5’de RML’nun postop anestezili hastalarda isofluarana’a bagli ndronal apoptozis
ve noroinflamasyondaki etkisinin incelendigi bir makalede mikrovaskuler endotelyal
hiicrelerindeki ROS’larin olusumunu baskilayarak antioksidatif etkisini gosterdigi bu
etkiyi inflamasyonda anahtar rol oynayan p38’e bagli kinaz/Niikleer faktor kappa
(p38BMAPK/NF-kB) yolagimi kullanarak gergeklestirdigi saptanmistir (Wang ve ark.,
2020).
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Sekil 2.5: RML Etki Mekanizmas1 (Wang ve ark., 2020)

Glnlimiizde bir¢ok norodejeneratif hastalik siirecinde astrositlerin  yol agtig1
noroinflamasyon rol alir. Yang ve ark. 2021 yilindaki RML ile yapilan bir ¢aligmada ise
astrositlerde LPS’ler tarafindan baglatilan inflamatuar cevaplar1 diizelttigi gosterilmistir.
Ayrica bu ¢alismada; RML LPS kaynakli Nitrik oksit sentazi (INOS), Siklooksijenaz 2
(COX2), Nitrik oksit (NO) ve Prostoglandin 2 (PGEZ2) expresyon ve Glial fibril asidik
protein (GFAP) expresyonunu da azalttigini gostermislerdir. Ayn1 zamanda Toll-Like
Receptor 4 / Niikleer Faktor-kappa B inhibitor alfa/Niikleer Faktor-kappa B p65 (RML,
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TLRA4/IkBalfa/NF-KB p65) eksenini de inhibe etmistir. Yang ‘in bu ¢alismasinda asil
dikkate alinmas1 gereken en 6nemli durum ise RML’nin koruyucu etkileri invivo rodent
modelde verifiye edilmis olmasidir. Sonug¢ olarak RML’nin astrositlerde LPS’nin yol

actig1 hasar1 onleyebilecegi kanisina varilmistir (Yang ve ark., 2021 b).

2.6. Kaspaz-3 ve Kaspaz-9

Etki mekanizmalar1 temelinde, kaspazlar baslaticilar (Kaspaz -2, -8, -9 ve -10) ve
efektorler (Kaspaz-3, 6 ve 7) olarak kategorize edilmistir. Kaspazlar (sistein-aspartik
proteazlar, sistein aspartazlar), apoptozis ve enflamasyon siireglerinde homeostazin
kontroliinde Kritik rollere sahip proteaz enzimlerinin bir ailesidir (Rupnow ve ark., 1999).
Apoptozis mekanizmalar1 kisaca dissal ve igsel olarak iki kisimda incelenir (Sekil 2.6).
Kaspazlarin tam aktivasyon i¢in dimerize edilmesi gereken inaktif monomerik Oncii
enzimler olarak bulunduguna inanilmaktadir. Digsal apoptozis yolu, bir ligandin adaptor
proteinlerin (FADD/TRADD) yardimiyla kaspaz-8 dimerizsayonu vasitasiyla aktif hale
gelmesi sonucu oliim reseptoriinden birine baglanarak fonksiyonel hale gecer. Aktive
olmus kaspaz-8 sonrasinda, dogrudan apoptoz yarigina baglanip uygulayici kaspazlari (-
3, -6, -7) aktive ederek dissal apoptozisi baslatabilecegi gibi hiicre 6liimiinii indiiklemek
i¢cin BH3 etkilesim alan 6liim agonisti (BID)’in boliinmesi yoluyla igsel apoptotik yoluda
aktive edebilir. Igsel veya digsal apoptoz yolu, mitokondriden sitokrom C salinmasina ve
apoptotik proteaz aktivator faktor-1 (Apaf-1), sitokrom C, ATP ve kaspaz-9'dan olusan
apoptozom olusumuna yol agan ¢esitli hiicresel stresler yoluyla aktive edilir. Boylece
aktif hale gecen kaspaz-9 daha sonra cellat kaspazlarin1 parcalamak suretiyle aktive
ederek apoptozisi baglatir (Taylor ve ark., 2008; Bruin ve ark., 2008; Shi ve ark., 2004;
Mcllwain ve ark., 2013).

Kaspaz-3, radyasyona bagli apoptozisi indiikleyen 6nemli bir yiiriitiicii proteazidir ve
aktif formunun ekspresyon seviyeleri, radyosensitivite ve apoptozisi gosterir. (Santos ve
ark., 2017; Silva ve ark., 2022). Son zamanlarda radyasyona maruz birakilan fare
hipokamppal noéronlarinin kiiltiirlerinde kaspaz-3 ekspresyonunda 6nemli bir artis rapor
edilmistir (Puspitasari ve ark., 2019).Yeni yapilan baz1 ¢alismalarda radyasyona baglh
inflamatuar yanitin genlerin asir1 ekspresyonundan kaynaklandigr bildirilmistir (Hladik

ve Tapio, 2016). Radyasyon tedavisinde bir apoptozis aracis1 olarak kaspaz kaskadinin,
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sinyal iletim yollarm1 ve yasamsal proteinlerinin ekspresyonunu aktive ettigi

tanimlanmistir (Huang ve ark., 2011).
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Sekil 2.6: Digsal ve I¢sel Apoptotik Yolaklarinin Bir Ozeti (Mcllwain ve ark., 2013)

Baslaticilar kendilerini aktive edebilmek i¢in N-terminalinde pro bolgesi igerirler.
Efektorler aktive olmus baslaticilar (Kaspaz-8, -9, -10 ) tarafindan aktif hale getirilirler.
Kaspaz-2 her iki grubuda dahil kaspazdir. Kaspaz-8 ve kaspaz-10 prodominlerinde 6lim
effektor alan1 (DED) bulunmaktadir (Boice ve ark., 2020). Bu etkilesim bolgeleri baslatic
kaspazlarin biiyilk multiple protein igeren komplekslere alinmasina olanak saglar.
Aktivasyon bolgeleri her kaspaz i¢in 6zgiildir (Choo ve ark., 2019). Kaspaz-8 ve kaspaz-
10 i¢in 6liime neden olan sinyal kompleksi (DISC), kaspaz-9 igin ise Apaf-1 apoptozomu
ve p53’i sahip olan komplekslerin her biri genelde birer reseptor iceren proteinlerden
meydana gelir. Sozkonusu olan reseptorler ve bunlarda rol oynayan komplekslerin
aracilik ettigi sayisiz ve ¢ogunlukla birbiriyle paradoxal etkilesimde gibi goriinen bu tablo
bize biiyiik ¢aptaki mekanizmalar hakkinda fikir verir. Bu mekanizmalar i¢inde olan NF-
KB; Ci-FLIP, Bcl-2 ve cIAP1/cIAP2, &liim sinyallenmesinde miidahale eden inhibitor
proteinlerin transkripsiyonunu arttirir. Diger tarafta etkin hale gelmis olan kaspazlar,
receptor-interacting protein (RIP), Inhibitor kappa B kinaz-beta (IKK) ve Niikleer faktor
eritroid beta (NF-xB)’nin alt birimi olan NF-«kB yoluna ait ¢ok sayida bilesenleri ayirici
islem goriirler. Hiicre tipleri, diger sitokinlerin beraberinde uyarilma zamani olusan

ROS’un miktar1 gibi ¢esitli faktdrler mekanizimalar1 birbirleri lehine veya aleyhine
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cevirebilirler. Bu tip karmasik sinyallesme mekanizmasi sistemin saglam ve diizgiin
calismasini saglar. Bu yolaklar gézoniinde bulunduruldugu zaman bir sistein-aspartik asit
proteazi olan kaspaz-3, doku farklilasmasi, yenilenmesi ve ndral gelisimdeki inanilmaz
rolleri nedeniyle son zamanlarda ¢ok dikkat ¢ekmistir. Bu enzim hiicre apoptozisinde
anahtar bir zimojendir ve apoptotik akis sirasinda baslatici kaspazlar tarafindan
pargalanana kadar aktive olmaz. Kaspaz-3, tibbi arastirma alaninda degerli yetenekleri
temsil ettiginden, rekombinant tip liretimi, protein mithendisligi ve dagitim sistemlerinin
tasarimi dahil olmak iizere bu enzimin biyoteknolojik ydnleri, apopitozis ile ilgili
bozukluklarin tedavisinde ortaya ¢ikan terapotik stratejiler olarak kabul edilmistir.
Bugiine kadarki mevcut c¢aligmalarda kanserler, kalp yetmezligi ve norodejeneratif
bozukluklar gibi bazi hastaliklarin tedavisinde kaspaz-3’iin terapotik kullaniminda birkag
ilerleme kaydedilmistir (Asadi ve ark., 2022).

Hem kaspaz-3 hem de kaspaz-9, mitokondri aracili apoptozisin yiiriitiilmesinde kritik
roller oynar. Kaspaz-9, sitokrom C ve dATP/ATP varliginda Apaf-1’¢ baglanir ve kendi
kendini pargalayarak aktive olur. Kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9’un béliinmesiyle aktive
edilir (Wong ve ark., 2007).

Son zamanlarda yeni gelistirilen terapotik uygulamalar (6rnegin genterapisi gibi) hiicrede
hali hazirda bulunan kaspazlarin dogal inhibitorlerini baskilayan molekiilleri kullanmak
suretiyle kaspazlarin tek tek 6zgiil bir sekilde aktif hale getirilmesine dayanir. Cellat
kaspazlar (Kaspaz-3, -6 ve-7) aktif hale geldiginde endoniikleaz1 aktive edip DNA’y1
fragmante ederler. Ayrica niikleer proteinleri ortadan kaldirir, fagositoz yapan hiicrelere

ligand eksprese edip sonugta apoptotik cisimler olusumuna katkida bulunurlar.

Apoptozis, niikleer DNA, Golgi, endoplazmik retikulum (ER) gibi hiicresel bilesenin
bozunmasini ve kaspaz adi verilen bir grup sistein proteaziyla mitokondriyal aglarin
hidrolizini igeren programlanmis bir hiicre 6liimiidiir.Iyonize radyasyon (iR),
kemoterapotik ilaclar, TNF-a gibi 6liim reseptorlerinin aracilik ettigi stiregler, biiylime
faktorii geri ¢gekilmesi, hiicre yapisma kaybi (anoikis) ve hiicre iskeleti hasar1 gibi ¢esitli
uyaranlar, kaspaz kaskadinin aktivasyonu yoluyla apoptozis yolunu destekleyebilir

(Rahmanian ve ark., 2016).
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Bununla birlikte ekternsek apopitotik yolakta, CD95 (APO-1/Fas) , TRAIL-R1gibi 6lim
reseptorleri ile hiicre disi1 ligandlar CD95 (CD95L), lymphotoxin-o, TRAIL-1 arasinda
bir kompleks olusturulur. p53 iin radyasyonla aktivasyonu hem 6liim reseptorlerinin hem

de ligandlarin asag1 akis islemine neden oldugu gozden ¢ikarilamamalidir (Maier ve ark.,
2016; Sheard ve ark., 2001)

2015 yilindaki bir yayinda TBH hastalarinda serum kaspaz-3 seviyeleri> 0.20 ng/mL ile

mortalite arasinda yayinda oldukga korrele bir bag bulunmustur (Leonardo ve ark., 2015)

Kaspaz-9, cellat kaspazlarinin aktivasyonunda yer alan yukari akighh bir kaspazdir.
Mitokondriden sitokrom C’nin salinmasindan sonra kaspaz-9 aktivasyonuna yol acan
sozde apoptozomu olusturan dATP varliginda Apaf-1’e baglanir. Aktif kaspaz-9, kaspaz-
3 ve kaspaz-7 gibi asagi akis yiiriitiicti kaspazlari uyarir (Slee ve ark., 2001; Slee ve ark.,
1999).

Kaspaz-9, sitoplazmik kompleks apoptozomdaki mitokondriyal hasara yanit olarak aktive
olan bir apoptozis baslatici proteazdir. Proteinlerin floresan etiketlenmesi, konfokal
mikroskopi ve hiicrealt1 fraksiyonlar1 ile kaspaz-9’un apoptotik olmayan hipofiz

hiicrelerinin sitoplazmasinda oldugunu gosterilmistir (Potokar ve ark., 2003).

Son zamanlardaki ¢aligmalarda kaspaz-9 aktivasyonuna yol agan mitokondriyal yolun
kaspaz kaskadini baslatmaktan ziyade biiylitme olasiligim1 artirdigim1 yayinlamislardir
(Lassus ve ark., 2002; Marsden ve ark., 2002; Robertson ve ark., 2002; Bitzer ve ark.,
2002; Christian ve ark., 2007).

2.7. Tiimiir Nekrotizan Faktor -o (TNF-a)

TNF ifadesi giiniimiiz bilim diinyasina ilk olarak 1975 yilinda litaratiire giris yapti. O
yillarda endotoksinlerin sebep oldugu diisiiniilen bu tiimor nekrotize edici aktiviteye
sonralar1 makrofajlar tarafindan salgilandigi anlasilmis olup bu salinima TNF ismi
verilmistir (Carswell ve ark., 1975). 1985 yilida ise makrofajlardan salinan tiimiir
nekrotizan faktor -o. (TNF- o) ve lenfositlerden salinan lenfotoksinler olmak tizere yapisal
olarak iki ¢esit sitokin tanimlanmistir (Kelker ve ark., 1985). Daha sonralar1 bu isimler

TNF- B ve TNF-a olarak degistirilmis olup bu sitokin ailesi ile baglantili olarak 17 ¢esit
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ligand aileye eklenmis ve toplamda 19 cesit ligand ve 29 ¢esit reseptorlerden
meydana gelen TNF siiper ailesi olarak anilamaya baslamistir. TNF-a’nin iginde
bulundugu bu siiper aile fizyolojk olarak son derece 6nemli fonksiyonlar tistlenmektedir.
Belirgin proinflamatuvar etkisi ile birlikte bu siiper aile sirasiyla morfogenetik
degisimler, apopitozis, proliferatif ve differansyonal etki gibi fonksiyonlar iistlenir.
TNF-0,NF-kB,apoptozis yolagi,ekstraselluler sinyal diizenleyici kinaz (ERK),p38
mitogen-activated protein kinaz (p38MAPK), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) enzim ve
yolaklar1 olmak tizere enaz 5 farkli sekilde sinyal gondererek etkisini gosterir (Aggarwal
ve ark., 2012).

TNF-a temelde monosit ve makrofajlar araciligiyla sentezlenip toplam 212 adet a.a den
olusan 3 monomer yapisina sahip sitokin gruplarindandir. Otoimmiin hastaliklar basta
olmak {iizere Ozellikle inflamatuar olaylarin tetiklenmesinde ve bunun siiregen hale
gelmesinde kritik rol oynar. Bu sitokinin sentez ve saliniminda LPS’ ler major faktordiir.
Membran ve ¢ozelti halindeki her iki formuda reseptér diizeyinde etkin rol oynar. TNF-
a ilk zamanlarda sadece makrofaj hiicrelerince sentezlendigi diisiiniilmekteydi. Fakat
gecen zamanla buna lenfoid, mast ve endotelyal hiicreler basta olmak iizere kardiyak
miyositler, yag doku hiicreleri, fibroblastlar ve noronlarda da sentezlendigi ortaya
cikarildi. Etkisini hiicre yilizeyinde bulunan TNFR-1’e baglanarak gdstermektedir.
Hiicresel diizeyde etki gosteren reseptOrlerin yapisinda 4 adet sistein a.a’den olusan
tekrarl trimetrik bir lokasyon mevcuttur. Reseptor diizeyine gelen uyaridan sonra olusan
sinyal kaskatindan ilk iki sirada olanlar protein-1 ile beraber inflamatuvar yolakda islev
goriirken 3. yoldaki ise apopitotik yolakda islev yapmaktadir. Sonug itibariyla pleiotropik
etkileri s6z konusudur. Yani enflamasyonun cesitli evrelerinde ve farkli hiicrelerde
degisik etkileri s6z konusudur. TNF-a geni MHC i¢indeki 6. kromozoma bagli gende
bulunmaktadir. Genin ekspresse edilmesi hem transkripsiyonel hem de
posttranskripsiyonel olarak iki sekilde gerceklesmektedir. TNF-o’nin baglandig:
reseptorunun yerlestigi yer 12. kromozomun kisa koludur. Cogunlukla IL-1 ve IL-6 ile
beraber bir¢ok organ iizerinde etkileri vardir. Hipotalamusta ise CRH (Corticotropin-
Releasing Hormone) uyararak atese neden olur. Karacigerde akut faz reaktanlarini
uyararak C reaktif protein (C-RP) olusumunu saglar. Kemoatraktant ozelligiyle
endotelyal hiicrelede notrofiller’in go¢ etmesine yardimer olur. Makrofaj hiicrelerinde ise
fagositozu kolaylagtirmakla bereber IL-1 ve PGE 2 sentezini uyarir. TNF-a, insiilin

reseptori Serin kalintilarini fosforiller, sinyal iletimini engelleyerek insiilin direncine

27



neden olur. Istah1 azaltir ve aym1 zamanda ac1 tat algisii diizenler. TNF-a degeri lokal
olarak artan bolgede sicaklik artis1, 6dem, kizariklik, agri ortaya ¢ikar. Yiiksek TNF-a
degerlerinde sok benzeri tablo ortaya ¢ikarken diisiik uzun siireli TNF-a degerlerinde ise

karsinomal hastalarda daha sik goriilmek iizere kaseksiye sebep olabilir (Cayakar, 2018).

TNF aktivitesinin diizeyi, salgi zamani ve siiresi gibi faktorler immiin sistem
mekanizmalar agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu sozkonusu etkenlerden herhangi birindeki
bir kusur herhangi birinin bozulmas1 TNF-reseptor kaynakli aktiviteler proinflamatuar,
bagisiklig1 aktive eden veya bagisikligi baskilayan gibi paradoksal olarak ortaya ¢ikacak
farkli immiin sistem yanitlarina yol agabilir (Kollias ve ark., 2002).
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Sekil 2.7: Digsal Apoptozis Yolagi (Glowacki ve ark. 2013)

TNF, sekil 2.7° de gosterildigi gibi TNFR1 ve TNFR2 olmak {izere iki reseptore sahip
olup bu ikisinide baglayabilir: TNF sinyalleri genelde TNFR1’den elde edildiginden,
TNFR2’nin etkisi ¢cogu kez g6z ardi edilmektedir. TNF-a, hipoksi ile iligkilidir,
radyasyonun neden oldugu reaktif astrogliosise ve kan beyin bariyeri (KBB)’ de vaskiiler
hasara katkida bulunur. TNF-o ayn1 zamanda hiicre i¢i yapisma molekiilii 1'in (ICAM-1)
ifadesini de diizenler (Yang ve ark.,2015). ICAM-1 daha sonra beyin hasarini takiben
aktif l16kositin S.S.S' ne girigine izin verir (Kyrkanides ve ark.,1999; Yuan ve ark.,
2006; Wilson ve ark., 2009; Zhou ve ark., 2011). TNF ailesine dahil TRAIL’1m membrana

bagli ve ¢oziinebilir her iki formu da gesitli karsinoma tiirlerinde ve otoimmiinite
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seyreden hastaliklarda 6liim reseptorleri yoluyla apoptozisi baslattigi bildirilmistir.

TRAIL apoptozisde belirteg gibi kullanilmaktadir (Choo Z ve ark., 2019).

Fare beyinlerinde 1smmlamadan 6 ay kadar sonra kronik enflamatuar  yanitin

Ol¢timlerinde TNF-a yiikselmesi goriilmiistiir (Hong ve ark., 1995).

TNF’nin inflamatuar yanitta olduk¢a Oonemli bir anahtar konuma sahip olan sinif I
MHCyi direkt, sinif II MHC’yi ise IFN-y vasitasiyla artirdig1 bilinmektedir. TNF'nin
immiin hiicreler {izerindeki etkileri de 6nemli ve c¢esitlidir. Monosit-makrofajlarin
olgunlagmasint (muhtemelen CSF-1 araciligiyla prekiirsorleri etkileyerek) saglar.
Makrofajlar TNF salgisint artirirken, anti-TNF ekspresyonunu azaltir. Tam olarak
olgunlasan makrofajlardaki simif II MHC ekspresyonunu azaltarak negatif feedback
yapar. TNF’nin monositleri aktive edebilmesi i¢in 6nceden IFN-y ile uyariya hazirlanmig
olmalar1 sarttir. TNF, PNL (poliniikleer 16kdsitler)’nin fagositoz yetenegini, antikora
bagimli hiicresel sitotoksisitesini ve respiratuvar burst (solunumsal patlama) kapasitesini
artirmaktadir. Degraniilasyon, adezyon ve kemotaksis iizerinde de artirici etkileri vardir

(Acikgoz, 1997).

2.8. Interlokin 10 (IL-10)

Bagisiklik sistemi, enfeksiyonla savagirken konake1 hiicre hasarini en aza indirmek igin
calisan bir sistemdir. Etkin ve giiclii bir bagisiklik sistemde yanit olusurken beraberinde
ortaya cikacak olast doku patolojileri arasindaki 6lgiilii dengeyi korumak amaciyla
bircok diizenleyici sistemlere ait olan mekanizmalar araci olmaktadir. IL-10’un
paradigmasinda oldugu gibi ortaya ¢ikan antienflamatuar yanit, bu tip diizenleyici sistem

mekanizmasina ait belirgin orneklerden bir tanesidir (Sarai ve ark., 2019).

[k olarak hiicrelerinde sitokin sentezini inhibe eden ve hiicrelerinin bir {iriinii olarak
tanimlanan IL-10’un artik makrofajlar, dendritik hiicreler, B hiicreleri ve ¢esitli CD4 + ve
CDS8 + alt kiimeleri tarafindan iretildigi bilinmektedir. IL-10, insan sitokin sentezi
inhibitor faktorii (CSIF) olarak da bilinir. Baslangicta T hiicresi yanitlarin1 diizenledigi
gosterilen IL-10"un T hiicresi ve NK (katil hiicre) hiicresi islevi lizerindeki etkilerinin
bircogunun dolayli oldugu, bugiin ise monosit makrofajlar tizerindeki dogrudan etkisi
araciligiyla aracilik ettigi bilinmektedir. Bagisiklik sisteminde rol oynayan
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antienflamatuar sitokindir. IL-10, makrofajlar, monositler, T hiicreleri, B hiicreleri ve
keratinositler gibi ¢ok ¢esitli memeli hiicre tipleri tarafindan tiretilen immiinosupresif bir
sitokindir. Bu etkisini 16kositler, makrofaj hiicreleri ve NK (dogal katil), Thl ve Th2
hiicre gruplari gibi gibi birgok immiin sistem hiicre ¢esitlerini azaltmak kaydiyla gosterir.
Birgok enfeksiyon sirasinda IL-10, monositler ve makrofajlar tizerindeki MHC sinif 1Iyi
ve kostimiilator molekiil B7-1/B7-2 ekspresyonunu inhibe ederek etkisini gosterir. Ayrica
makrofajlar ve diizenleyici T hiicreleri gibi hiicreler tarafindan yapilan proinflamatuar
sitokinlerin (IL-l ave B, IL-6, IL-12, IL-18 ve TNF-a, GM-CSF) ve kemokinlerin (MCP1,
MCP5, RANTES, IL-8, IP-10 ve MIP-2) sentezini inhibe etme yetenegine sahiptir. IL-
10, dogrudan CD4 * T hiicreleri tizerinde etki ederek IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5 ve TNF-
a'nin ¢ogalmasini ve iiretimini engelleyebilir. Boylece IL-10, lenf diigiimlerinde T
hiicresi  aktivasyonunu ve farklilagsmasini  siirlamakla  birlikte  dokulardaki
proinflamatuar yanitlar1 baskiladigindan dolayi, bozulan patojen kontrolii veya azalmis
immiinopatoloji sonucunda, dogustan ve adaptif Thl ve Th2 yanitlarin1 diizenler. IL-
10'un mast hiicreleri ve B hiicreleri iizerindeki uyarict aktiviteleri de iyi bir sekilde
belgelenmistir (Kevin ve ark., 2008). Bir¢ok farkli hiicre tipi, farkli dokularda veya ayni1
enfeksiyonun akut veya kronik asamalarinda degisen ana IL-10 kaynagi ile IL-10
tiretebilir. IL-10, CDS8 T hiicre proliferasyonunu, sitotoksik aktiviteyi ve IFN-y tiretimini
artirir (Groux ve ark., 1998; Mumm ve ark., 2011; Naing ve ark., 2018). IL-10, Foxp3
diizenleyici T hiicrelerinin hayatta kalmasini ve faaliyetini tesvik eder (Murai ve ark.,
2009; Chaudhry ve ark., 2011).

Gigli bir antienflamatuar sitokin olan IL-10, kronik inflamatuar hastaliklar1 6nlemek igin
immiin yanitlarin dengelenmesinde kritik bir rol oynar (Mosser ve ark., 2008). IL-10,
dendritik hiicreler, Langerhans hiicreleri, makrofajlar dahil olmak iizere antijen sunan
hiicreler (APC’ler) gibi bircok hiicre tipinde immiinosupresif ve immiinostimiilator
yanitlar1 diizenleyerek hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklikta rol oynar
(Roncarolo ve ark., 2006). S.S.S patolojisi sirasinda, sinir dokusunun hayatta kalmasini
saglamak ve inflamatuar yanitlar1 azaltmak i¢in pleiotropik yolu tetikleyen birkag sinyal

beyinde IL-10 seviyeleri onemli 6lgiide artar (Strle ve ark., 2002).

Klasik olarak, IL-10’un APC’ler yoluyla T hiicresi tepkilerini inhibe ettigi bilinmektedir
(Macatonia ve ark., 1993). Bununla birlikte, IL-10, tepkisizligi veya anerjiyi indiiklemek

icin dogrudan CD4, T hiicreleri ilizerinde hareket ederek T hiicresi tepkilerini de
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smirlayabilir (Groux ve ark., 1996). Son zamanlarda, IL-10’un deneysel kolitte
bellek/efektor T hiicreleri izerinde dogrudan etki gosterdigi gosterilmistir (Kamanaka ve
ark., 2011). Sasirtict bir sekilde, IL-10"un T hiicreleri iizerindeki uyarici etkileri de tarif
edilmistir (Thompson ve Snipes ve ark.., 1991; Rousset ve ark., 1992; Itoh ve
Hirohata.,1995). Th17 hiicrelerinde bagirsak iltihab1 sirasinda (Huber ve ark., 2011) ve
bir ev tozu akari allerjisi fare modelinde Th2 hiicrelerinde de etkisi gdsterilmistir

(Coomes ve ark., 2017).

Klasik etkisinin yanisira IL-10, enfeksiyon veya diger inflamatuar siirecler sirasinda
(Sekil 2.8) noronal hasarin smirlandirilmasinda ve ayrica homeostatik siireglerin
diizenlenmesinde (Zhou ve ark., 2009 a,b) ve yetiskin ndrogenezesinin diizenlenmesinde
(Perez-Asensio ve ark., 2013; Pereira ve ark., 2015) 6nemli roller oynar. IL-10 ile ilgili
yapilan farkli ¢alismalarda ise STAT3’li ve NF-kB sinyalinin diizenlenmesini igeren
mekanizmalar araciliiyla akson rejenerasyonu icin faydali oldugu kanitlanmigtir (Vidal
ve ark., 2013). Son olarak, IL-10’nun néronlarin S.S.S iskemisine ve travmaya karsi
hassasiyeti azalttig1 gosterildi (Knoblach ve Faden., 1998; Grilli ve ark., 2000).

4
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Sekil.2.8.Interlokin-10 Semas1 (Porro ve ark., 2020)
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3.GEREC VE YONTEM

Calismamizda toplam 32 adet, 300-350 g agirliginda, Wistar albino cinsi disi ratlar
kullanilmistir. Calisma oOncesinde gerekli olan etik kurul onayi, Siilleyman Demirel
Universitesi (SDU) Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan 21.10.2021 tarihinde
10 no’lu toplant1 ve 02 karar numarasi ile alinmis olup deney hayvanlari SDU Deney

Hayvanlar1 Uretimi ve Deneysel Arastirma Laboratuvari’ndan temin edilmistir.

3.1. Deney Hayvanlari

SDU Deney Hayvanlari Laboratuvarinda bakimi gergeklestirilen hayvanlar, 7 giin
boyunca izlendi. Bu siire icerisinde 22-24 °C sicaklikta ve %55 nemde tutulan oda
sartlarinda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik olacak sekilde kafeslerde barindirildi. Bir

haftalik barindirma siiresi sonrasinda deney prosediirii uygulandi.

Grup 1 (kontrol): 8 hayvandan olusan bu gruba her giin intraperitonal (IP) olarak 90
mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazin anestezisi yapildi. 7 giin boyunca her sabah 11:00°da

1 ml salin oral gavaj yontemi ile uygulandi.

Grup 2 (RT): 8 hayvandan olusan bu gruba her giin iP olarak 90 mg/kg ketamin ve 10
mg/kg xylazin anestezisi yapildi. Anestezi altinda tek doz 0,62 Gy/min oraninda 10 Gy
X 1s1n1 beyine (600C lineer accelator, Varian, USA) uygulandi ve 7 giin boyunca sabah

11:00°da bir ml salin oral gavaj yolu ile verildi.

Grup 3 (RT+ RML): 8 hayvandan olusan bu gruba her uygulama oncesinde 90 mg/kg
ketamin ve 10 mg/kg xylazin anestezisine alinarak tek doz 0,62 Gy/min oraninda 10 Gy
X 1s1n1 beyine (600C lineer accelator, Varian, USA) uygulandi ve 1 ml 10 mg/kg RML
(Ramelda, Tiirkiye) 7 giin boyunca her sabah 11:00°da oral gavaj yontemi ile uygulandi.

Grup 4 (RML): 8 hayvandan olusan bu gruba her uygulama 6ncesinde deney hayvanlari
ip olarak 90 mg/kg ketamin ve 10 mg/kg xylazin anestezisi altina alinan ratlara anestezi
sonras1 1 ml 10 mg/kg RML 7 giin boyunca her giin sabah 11.00 de oral gavaj yontemi
ile uygulandi.
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Gruplara uygulanan son ilagtan 4 saat sonra biitiin ratlar 80-100 mg/kg ketamin (Alfamin,
Alfasan IBV) ve 8-10 mg/kg xylazin (Alfazin, Alfasan IBV) anestezisi altinda sakrifiye
edildi ve abdominal insizyon ile vena cava inferiordan 16kosit dl¢iimii i¢in kan alindi.

Olgiimlerde kullanilan kitlere ait bilgiler Tablo 3.1°de yer almaktadur.

Tablo 3.1: Calismada Kullanilan Kitler ve Ozellikleri

KIiT ADI TUR MARKA C,\'g " | Yéntem Kullanilan Cihaz
Tiimor E076 ) Microplate reader: BIO-TEK EL X
Nekroz Rat BT ELISA | 800-Aotu strip washer: BIO TEK EL X
4Ra
Faktor-alfa 50
. E010 ) Microplate reader: BIO-TEK EL X
Interlokin 10 Rat BT 8Ra ELISA | 800-Aotu strip washer: BIO TEK EL X
50
E164 ) Microplate reader: BIO-TEK EL X
Kaspaz-3 Rat BT 8Ra ELISA | 800-Aotu strip washer: BIO TEK EL X
50
£189 Microplate reader: BIO-TEK EL X
Kaspaz-9 Rat BT 8Ra ELISA | 800-Aotu strip washer: BIO TEK EL X
50
TAS(Total .
AT . REL RLOO | Kolorime
Ant|_0k5|dan Universal ASSAY 17 trik MINDRAY-BS400
Seviye)
TOS(Total .
. . REL RLOO | Kolorime
Oks_ldan Universal ASSAY 24 trik MINDRAY-BS400
Seviye)
NOT: Dokular 1/9 oraninda (0,1 gr doku: 0,9ml 140 mmol. lik KCI1) Potasyum Kloriir tamponu ile
homojenize edildikten sonra 7000 rpm + 4’ de 5 dk santrifiij edildi.

3.2. Radyasyon Uygulamalari

Radyasyona maruz birakilan ratlar i¢in Isparta Ozel Meddem Hastanesi Radyasyon
Onkolojisi klinigi biinyesindeki Varian marka Clinac DMX model lineer accelerator

cihazi kullanildi.

3.3. Radyasyon Uygulamalarinda Hemogram ve Doku analizleri

Arastirmamizda deneysel prosediir sonras1 sakrifiye edilen ratlardan abdominal insizyon

ile vena cava inferiordan alinan kan 6rneklerinden hemogram 6l¢iimii yapildi. Cikarilan
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beyin dokunun bir hemisferine ait serebral kortex doku orneklerinden beyin hasarini
gozlemlemek amaciyla histopatolojik olarak H-E boyama, diger hemisfere ait serebral
kortex doku orneklerinden ise oksidatif stresi spektrofotometrik degerlendirmek i¢in TOS
ve TAS ve OSI parametreleri ile birlikte ELISA yontemiyle apoptotik ve inflamatuar
stirecleri gostermek amaciyla TNF-a, kaspaz-3, kaspaz -9 ve 1L-10 seviyeleri ise dokuda

Ol¢iiltip degerlendirildi

3.4. Radyasyon Uygulamasinda Kullanilan Ramelteon’nun Ozellikleri

Deneyde kullandigimiz farmakololojik ajan olan RML Abdi Ibrahim ilag firmasi
(TURKIYE) tarafindan iiretilen ramelda 8mgr (ATC:NO5CHO02)10 film tabletten temin
edilmistir. ramelda 8 mgr serum fizyolojik (SF) ile dilue edilerek her rat i¢in 10 mg/kg

olacak sekilde ayarlanarak 1ml salin ¢6zeltisi iginde uygulanmustir.

3.5. Histopatolojik Orneklerin Hazirlanmasi

Rutin parafin takibi gerceklestirilen beyin dokularinin parafin bloklarindan alinan
kesitler, (H-E) boyama i¢in kullanildi. Rutin parafin takibi asagidaki sekilde
gergeklestirildi:

1. Ratlardan alinan beyin dokulari, formaldehit fiksatifi i¢erisinde +4 “C *de 24 saat
boyunca fikse edildi.

2. Fikse olan beyin dokular1 siire sonunda dehidratasyon igin artan alkol serilerinden
(%70, %80, %90 ve %100’lik etanolden) gegirildi. Alkol serilerindeki bekletme
stireleri %70, %80 ve %90’lik etanollerde birer giin; %100’liik etanolde ise 3 saat
olarak gergeklestirildi.

3. Dehidratasyondan sonra, alkol+ksilol karigiminda 15 dakika ve sonrasinda beyin
dokular seffaflastirilmalari i¢in saf ksilolde 15 dakika bekletildi.

4. Seffaflastirmadan sonra parafinizasyon islemi i¢in beyin dokulari, sivi parafinde
tic saat 60 °C’lik etlivde tutulduktan sonra temiz parafin igine uygun
oryantasyonda gomiiliip, parafin bloklar olusturuldu.

5. Parafin takibinden sonra 5 um kalinliginda kesitler alinip, H-E boyama ile rat

beyin dokularinin histolojik yapilarinin genel olarak degerlendirmesini yapildi.
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Rat beyin dokusu kesitlerinin, hematoksilen-eozin boyamasi asagida anlatilan basamaklar

uygulanarak gerceklestirildi:

1. Parafin bloklardan alinan kesitleri i¢eren preparatlar, 60 C’lik etiivde 3 saat
bekletilerek; dokularin lam yiizeyine iyi bir sekilde yapigmasi saglandi.

2. Daha sonra, preparatlar ksilol I ve ksilol II’de 10’ar dakika bekletildi.

3. Suya indirme (rehidratasyon) i¢in preparatlar azalan etanol serilerinde (%100,
%90, %80 ve %70’lik etanol) 10’ar dakika tutuldu.

4. Siire sonunda preparatlar distile suda bes dakika yikandi.

5. Siiziilmiis hematoksilen boyasinda 3 dakika bekletildikten sonra preparatlar
¢esme suyunda yikandi ve devaminda, eozin boyasinda 2 dakika tutulduktan sonra
tekrar cesme suyunda yikandi.

6. H-E boyamasindan sonra, preparatlar %70, %80, %90 ve %100’liik artan etanol
serilerine batir-¢ikar yapilarak, dehidratasyonlari saglandi.

7. Son olarak ksilol I ve II’de 10’ar dakika tutulan preparatlar, entellan ile kapatilip;
151k mikroskobunda (Zeiss) X20 biiyiitme ile beyin dokularinin genel histolojik
yapilar1 degerlendirildi.

Deney ve kontrol gruplarina ait beyin doku kesitlerinde incelenen yapisal degisiklikler
Abdel-Wahhab ve ark.’nin yapmis olduklar1 skorlamaya goére degerlendirildi (Abdel-

Wahhab ve ark., 1999).

Tablo 3.2: Skorlama Tablosu

(-) skor Negatif skor Hicbir yapisal degisikligin olmamasini ifade etmektedir.
(+) skor 1 pozitif skor Hafif derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

(++) skor 2 pozitif skor Orta derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.
(+++) skor 3 pozitif skor Yiiksek derecede yapisal degisikligi ifade etmektedir.

3.6. Doku Homojenizati Hazirlama
1.1gram taze doku alindi,
2.9 ml Working Soliisyon eklendi,
3.Mekanik homojenizator ile ezildi,

4.7000 ile 5 dakika santrifiij edildi,
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5.Siipernatan serum seklinde kullanildi.

Working soliisyonu olarak 140 mmol KCL (deiyonize su i¢inde) veya 50 mmol fosfat

tamponu (pH: 7,4) kullanildi.

3.7. Spektrofotometrik Analizler

Tiim ELISA ve kolorimetrik calismalar1 icin kullanilan kit ve cihazlar Mega Tip LAB
(Tiirkiye)’den temin edildi. Ayn1 zamanda dokuda protein Sl¢iimii yapildi. Bunun igin
Bradford Protein Ol¢iimii metodu kullanildi. Bradford protein dl¢iimiiniin temeli ise 595
nm’ den 450 nm'a kadar olan absorbans degerlerini 6l¢iilmesini dogrusallastirma esesina
dayanir. Bu ileri degerlendirme, geleneksel olarak yapilan dl¢iimlerden hemen hemen 10
kat daha duyarli sonu¢ vermektedir (Zor ve Selinger, 1995). Bu 6l¢iimde dokular 1:9
oraninda (6rnek 0.1 gr doku, 0.9 ml tampon) fosfat tamponunda (50 mmol. lik pH:7.40
Fosfat Tamponu) homojenize edildi, 7000 rpm +4°C'de 5 dk. santrifiij edildi.
Santrifiij’den sonra alinan siipernatant kit reaktifleri ile isleme tabi tutulup,
spektrofotometrede 595 nm’de okunarak islem sonlandirildi ve protein konsantrasyonu
hesaplandi. Asagida detay1 verilen ELISA 6l¢iimleri sonucunda elde edilen degerler, ilgili
numunelerin protein konsantrasyonlarma bdliinerek ilgili parametrelerin degerleri

hesaplandi.

3.8. Kaspaz 3 Seviyesi Ol¢iimii

ELISA yontemi ile ¢aligsan kit kullanildi. Kitin yapisinda kaspaz-3 Antikoru emdirilmis
plate bulunmaktadir. Orneklerdeki kaspaz-3 proteinler bu kuyucuklardaki antikorlara

baglandi. Calisma protokolii asagidaki gibi uygulandi

1.Numuneler kuyucuklara eklendi.

2.Daha sonra biotinlenmis Rat kaspaz-3 Antikoru eklenir ve 6rnekteki kaspaz-3’e
baglandi.

3.Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve Biotinylated kaspaz-3 antikoruna baglandi.

4.Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve Biotinylated Kaspaz-3 antikoruna baglandi.

5.Daha sonra substrat soliisyonu eklenir ve Rat kaspaz-3 miktariyla orantili olarak renk
gelisti.

36



6.Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve 450 nm’de
absorbans Olciildii. Hesaplamalar sonrast elde edilen ham degerler protein

konsantrasyonuna bdliinerek veriler elde edildi.

3.9. Kaspaz 9 Seviyesi Ol¢iimii

Kit, ELISA yontemi ile calismaktadir. Rat kaspaz 9 antikorlari ile kaplanmis plate
kullanilarak 6l¢tim yapildi. Calisma protokolii asagidaki gibi uygulandi

1.Numuneler eklenir. Ornekte bulunan kaspaz-9 eklendi ve kuyucuklara
kaplanmis antikorlara baglandi.

2.Daha sonra biotinlenmis Rat kaspaz-9 Antikoru eklendi ve 6rnekteki kaspaz-9’a
baglandi.

3.Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve biotinlenmis kaspaz-9 antikoruna

baglandi.

4.Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adimm

sirasinda yikanarak uzaklastirildi.

5.Daha sonra substrat soliisyonu eklendi ve rat kaspaz-9 orantili olarak renk

gelisti.

6.Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirild1 ve 450

nm’de absorbans 6l¢iildii. Hesaplamalar sonrasi elde edilen ham degerler protein

konsantrasyonuna boéliinerek veriler elde edildi.

3.10. TNF-a Seviyesi Ol¢iimii

ELISA yontemi ile ¢alisan bir kit kullanildi. Kitin plakas1 daha dénceden rat tiiriine ait
TNF-alfa antikorlar ile kaplanmistir. Kitin kullanim kilavuzuna gore asagidaki islemler

gerceklestirildi.

1.Numune 6rnekler, antikorlarin bulundugu ¢ukurlara eklendi.

2.Daha sonra biyotinlenmis rat TNF-o. Antikoru eklenir ve numunedeki TNF-a’ya
baglandi.

3.Daha sonra Streptavidin-HRP eklenir ve Biotinlenmis TNF-o antikorlarina

baglandi.
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4 Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adim
sirasinda yikanarak uzaklastirildi.

5.Daha sonra substrat ¢6zeltisi eklenir ve rat TNF-a miktartyla orantili olarak renk
gelisti.

6.Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirildi ve 450
nm’de absorbans 6l¢iildii. Hesaplamalar sonrasi elde edilen ham degerler protein

konsantrasyonuna boéliinerek veriler elde edildi.

3.11. Interlékin-10 Seviyesi Ol¢iimii

ELISA yontemi ile galisan kit kullanildi. Kitin plate yapis1 daha 6nceden I1L-10 antikorlari
tarafindan kaplanmigtir. Kitin kullamim kilavuzuna gore asagidaki islemler

gerceklestirildi.

1.Numunede bulunan IL-10 eklendi ve kuyucuklara kaplanmis antikorlara
baglandi.

2.Daha sonra biyotinlenmis rat IL-10 Antikoru eklendi ve numunedeki 1L-10'a
baglandi.

3.Daha sonra Streptavidin-HRP eklendi ve Biotinylated IL-10 antikoruna
baglandi.

4.Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-HRP bir yikama adim
sirasinda yikanarak uzaklastirildi.

5.Daha sonra substrat soliisyonu eklendi ve rat IL-10 miktar1 ile orantili olarak
renk gelisti.

6.Reaksiyon, asidik durdurma soliisyonunun eklenmesiyle sonlandirild1 ve 450
nm'de absorbans 6l¢iildii. Hesaplamalar sonrasi elde edilen ham degerler protein

konsantrasyonuna boéliinerek veriler elde edildi.

3.12. Total Antioksidan Seviyesi Ol¢iimii

Total antioksidan seviyesi (TAS) 6l¢timii i¢in piyasada bulunan kitler kullanildi. Yeni
otomatik metotlar tarafindan daha kararl bir ABTS (2,2"-Azino-bis (3-etilbenzotiazolin-
6-stilfonik asit) katyonu Ol¢iimii saplamak i¢in fotokromatik yaklasim kullanildi. Bu

yontemin hassasiyeti oldukea yliksek olup %3’1in altindaki degerleri 6lgebilir. Sonuglar
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litrede mmol Trolox esdegeri olarak ifade edildi (Erel, 2004). Daha sonra elde edilen bu
sonuglar Bradford protein tayini ile dlgiilen protein degerleri ile orantilanarak mmol

trolox esdegeri/mg protein olacak sekilde verildi.

3.13. Total Oksidan Seviyesi Ol¢iimii

Total oksidan seviyesi (TOS), ticari olarak temin edilebilen kitler kullanilarak 6l¢iildii.
Bu yontemde, numunede bulunan oksidanlar, demir iyon-o-dianisidin kompleksini demir
iyonuna oksitler. Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol miktarda bulunan
gliserol molekiilleri tarafindan arttirilir. Ferrik iyon asidik bir ortamda ksilenol turuncu
ile renkli bir kompleks tirettir. Spektrofotometrik olarak Ol¢iilebilen renk yogunlugu,
numunede bulunan toplam oksidan molekiil miktar1 ile ilgilidir. Test, hidrojen peroksit
ile kalibre edilip ve sonuglar litre bagina mikromolar hidrojen peroksit esdegeri (umol
H202 esdegeri/L) cinsinden ifade edildi (Erel, 2004). Daha sonra elde edilen bu sonuglar
Bradford protein tayini ile Olglilen protein degerleri ile orantilanarak pmol H202

esdegeri/mg protein olarak verildi.

3.14. Oksidatif Stres indeksi

Oksidatif stres indeksi (OSI), TOS degerinin TAS degerine orani ile hesaplanir (Harma
ve ark., 2003; Kosecik ve ark., 2005; Yumru ve ark., 2009).

OSI (Seglh blrlm) = [(TAS(umol Trolox eslenigi))/L]
3.15. Istatistiksel Analiz Yontemleri

Calisma verileri SPSS 26.0 paket programi kullanilarak analiz edildi. Verilerin normal
dagilima uyup uymadiklarini test etmek icin Shapiro-Wilk testi uygulandi. Gruplar arasi
karsilagtirmalarda normal dagilima sahip olan gruplarda One way ANOVA, normal
dagilima sahip olmayan gruplarda Kruskal-Wallis H testi kullanildi. Buna gore
Histopatolojk veriler, One way ANOVA ile biyokimyasal veriler Kruskal-Wallis H testi
ile degerlendirildi. Farklar1 yaratan gruplari belirlemede ¢oklu karsilastirmada LSD veya
DUNN testi kullanildi. Sonuglar; ortalama + standart sapma ya da median (max-min)

olarak verildi. p<0,05 anlamlik diizeyi olarak belirlendi.
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4, BULGULAR

Calismamizda her grupta 8’er rat kullanilarak kontrol grubu, radyasyon grubu (RT), hem
radyasyon hem de tedavi uygulanan grup (RT+RML) ve tedavi ramelteon (RML)
uygulanan grup olmak iizere 4 grup olusturuldu. Deney prosediirleri tamamlandiktan

sonra sakrifiye edilen ratlar {izerinde histolojik ve biyokimyasal dl¢timler yapildi.

4.1. Histopatolojik Bulgular

Deney ve kontrol gruplarma ait beyin doku kesitlerinde incelenen yapisal degisiklikler
Abdel-Wahhab ve ark.’nin yapmis olduklar1 skorlamaya gére H-E boyamasi yapilarak
degerlendirildi (Abdel-Wahhab MA, Nada SA, Arbid MS. Ochratoxicosis: prevention of
developmental toxicity by L-methionine in rats. J Appl Toxicol. 1999;19(1):7-12.). Bu
skorlamaya gore olusturulan gruplara ait beyin doku kesitlerindeki yapisal degisiklikler

Tablo 4.1 de gosterilmistir.

Tablo 4.1: RML ve Radyoterapi Uygulanan Deney Hayvanlarinin Beyin Dokularinin H-
E Boyama Sonuglari

Parametreler

Gruplar . Subaraknoid Apoptotik Vakualizasyon

Odem hemoraj cisim
KONTROL-1
KONTROL-2
KONTROL-3 + - - +
KONTROL-4
KONTROL-5
KONTROL-6 + +
KONTROL-7 - + - +
KONTROL-8 - + +
RT-1 + + ++ ++
RT-2 ++ ++ ++ ++
RT-3 + ++ + +
RT-4 ++ ++ ++ ++
RT-5 + + ++ ++
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RT-6 ++ +++ + ++
RT-7 ++ + ++ ++
RT-8 ++ +++ +++ +++
RML+RT-1 n + + +
RML+RT-2 - + + +
RML+RT-3 - + ++ ++
RML+RT-4 + ++ ++ ++
RML+RT-5 + + + +
RML+RT-6 + ++ + +
RML+RT-7 + + ++ ++
RML+RT-8 ++ + + +
RML- 1 - + - n
RML -2 - - - -
RML -3 - ++ - -
RML -4 T - - ;
RML -5 . - - -
RML -6 ’ - E -
RML -7 + - + +
RML -8 + - + +

Kontrol Grubu: Kontrol grubuna ait beyin dokularinin H-E boyamalari incelenmistir.
Isik mikroskobunda yapilan incelemeler neticesinde herhangi bir histopatolojik bulguya

rastlanmamuistir (Tablo 4.1).

RT Grubu: RT uygulanan hayvanlarin beyin dokulart incelenmis ve kontrol grubuyla
karsilagtirmalar yapilmistir. Yapilan inceleme ve gozlemler neticesinde bu grubun
hayvanlariin beyin dokusunun subaraknoid bélgesinde hemoraji, subaraknoid bdlgenin
hemen altindaki molekiiler tabakanin oldugu boélgede 6dem (Sekil 4.1) tespit edilmistir.
Beyin dokusunun beyaz cevherinin hipokampal bolgesinde ise apoptotik (Sekil 4.2)
cisimler ve vakuol (Sekil 4.1) vyapilart gozlemlenmistir. Kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda ise bu histopatolojik bulgularin anlamli oldugu bir kez daha
dogrulanmistir (Tablo 4.1).
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RT+RML Grubu: RT ve RML uygulanan grubun beyin dokular1 incelendiginde ise
subaraknoid bolgede hemoraji ve molekiiler tabakanin oldugu bolgede O6dem
gbzlemlenmis ancak RT grubunda oldugu kadar siddetli olmadig: tespit edilmistir. Ayn
sekilde hipokampal bolgede de apoptotik cisimler ve vakuol goriilmiis ancak bunlarin da

siddetinin RT grubuna gore daha az oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.1).

RML Grubu: RML uygulanan hayvanlarin beyin dokusu incelendiginde subaraknoid
bolgede hemoraji tespit edilmis ancak RT grubundaki kadar siddetli olmadigi
goriilmiistiir. Molekiiler tabakada ise 6dem gozlemlenmis ama yine RT grubundaki kadar
yogun olmadig1 gozlemlenmistir. Hipokampal bolgede ise kontrol grubundakine benzer

sekilde bulgular tespit edilmistir (Tablo 4.1).

Sekil 4.1: Beyin Dokusunda Odem ve Subaraknodial Hemoraji Histopatolojik
Goriintiileri. Yesil okla gosterilen bolgede 6dem ve vakuoller tespit edilmistir. B resminde
siyah okla gdsterilen subaraknoid bélgede ise hemoraji gozlemlenmistir. Bu bolgedeki
apoptotik cisimler ise kirmizi okla gosterilmistir (A, B, C ve D X20) (A=Kontrol, B=RT,
C=RML ve D=RT+RML gruplarin1 géstermektedir).
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Sekil 4.2: Beyin Dokusunda Beyin Dokusunda Apoptotik Cisim ve Vakuolizasyon’nun

Histopatolojik Goriintiileri. Kirmizi okla gosterilen hipokamppal bolgede apoptotik

cisimler tespit edilmistir. B resminde siyah okla gosterilen hipokamppal bolgede
vakuoller gozlemlenmistir. (A, B, C ve D X20) (A=Kontrol, B=RT, C= RML ve
D=RT+RML gruplarim1 géstermektedir.)

Tablo 4.2: Rat Beyin Dokusunda Odem ve Subaraknodial Hemoraji Karsilastirmasi

SUBARAKNOIDAL HEMORAJI

ODEM
GRUPLAR ORTA;B“MA * P DEGERI ORTALAMA + SD P DEGERI
KONTROL 0.25 = 0.46 0.25 = 0,46
RT 1,62+0,51° a: <0.001 1,87 + 0,832 a: <0.001
RT+RML 0.87 £ 0,6420 . 8:8?3 1,25 + 0.46° a:0.005
RML 0,37+0,51° b: 0.001 0,37 & 0,746 E;:of.gi%m

“a” kontrol grubu ile karsilagtirmayz,

“b” RT grubu ile karsilagtirmay1, “c” RT+RML

grubu ile karsilastirmay1 temsil eder (RT — Radyoterapi; RML-Ramelteon; SD — Standart

Sapma).
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Odem agisindan yapilan degerlendirmeye gére RT ve RT+RML gruplarinda kontrol
grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artis gdzlenmistir (p<0.001, p=0.028; sirasiyla). RT
grubundaki gozlenen bu 6dem artist RT+RML ve RML gruplariyla kiyaslandiginda
anlamli bir sekilde tersine cevrilmistir (p=0.010, p<0.001; sirasiyla). Subaraknoidal
hemorajinin incelenmesine gore kontrol grubuna kiyasla RT ve RT+RML gruplarinda
anlaml bir sekilde artis vardir (p<0.001, p=0.005; sirasiyla). RML grubunda ise RT ve
RT+RML gruplarina gore anlamli bir sekilde azalma gozlenmistir (p<0.001, p=0.012;

sirastyla).

Tablo 4.3: Rat Beyin Dokusunda Apoptotik Cisim ve Vakuolizasyon Karsilagtirmasi

APOPTOTIK CiSiM VAKUOLIZASYON
GRUPLAR | ORTALAMAZ | b pEGERI | ORTALAMA 25D P DEGERI
KONTROL 0,25 = 0,46 0,25 = 0,46
RT 1,87 + 0,642 a: <0.001 2,00+ 0,53% a: <0.001
RT+RML 1,37+0,51° b: <0.001 1,37+0,51° g:: 390.(2)81
RML 0,25 = 0,46" E gig:ggi 0,37+ 0,51 E; g%%.lom

Apoptotik cisim incelemesine gore kontrol grubuna kiyasla RT grubunda istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde artig gozlenmistir (p<0.001). RT grubuyla yapilan kiyaslamaya
gore RT+RML ve RML gruplarinda apoptotik cisim agisindan anlamli bir sekilde azalma
goriilmistiir (p<0.001; her iki grup i¢in de). RML grubunda da RT+RML grubuna kiyasla
anlamli bir sekilde azalma gozlenmistir(p<0.001). Vakuolizasyon agisindan yapilan
degerlendirmeye gore kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda bir artis gozlenirken
sadece RT ve RT+RML gruplarinda bu artis anlamli olmustur (p<0.001; her iki grup i¢in
de). Ancak RT grubundaki artis RT+RML ve RML gruplariyla kiyaslandiginda anlaml
bir sekilde tersine dondiiriilmiistiir (p=0.020, p<0.001; sirasiyla). RML grubunda da
RT+RML grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir sekilde azalma gozlenmistir (p=0.001).
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4.2. Biyokimyasal Analiz Sonug¢lar:

4.2.1. Deneysel Uygulamamn Rat Beyin Dokusu Kaspaz-3 Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kaspaz-3 olglimlerinin gruplara gore karsilastirilmasi yapilmis ve Tablo 4.4’de Kaspaz-

3 degerleri verilmistir.

Tablo 4.4: Gruplara Gore Kaspaz-3 Aktivitesinin Degerleri

Grup Median (Min; Max)
Kontrol ,4555(,30;,60)Pc¢
RT ,5060(,45;,67)¢
RT+RML ,2505(,16;,56)?
RML ,3920(,28;,63)*¢

p ,003

Aynu siitiinda farkli harfler gruplar arasinda fark oldugunu gosterir.

Kaspaz-3 i¢in yapilan istatistiksel analiz; kontrol ile RT+RML grubu (p=0.023), RT ile
RT+RML grubu arasinda (p<0.0001) ve RT ile RML grubu arasinda (p=0,040)
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu ancak kontrol grubu ile RML grubu arasinda
(p=0,488) fark olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli olmadig tespit edildi. (Sekil
4.3).
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Sekil 4.3: Kaspaz-3 Aktivitesinin ELISA Ol¢iim Sonuglari

(*) p=0.023<0,05 Kontrol ile RT+RML gruplarina gore
**) p<0.0001<0,05 RT ile RT+RML gruplarina gore
g g
(***) p=0,040<0,05 RT ile RML gruplarina gore

4.2.2. Deneysel Uygulamanin Rat Beyin Dokusu Kaspaz-9 Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kaspaz-9 6l¢iimlerinin gruplara goére karsilastiriimasi yapilmis ve Tablo 4.5’de Kaspaz-

9 degerleri verilmistir.

Tablo 4.5: Gruplara Goére Kaspaz -9 Aktivitesinin Degerleri

Grup Median (Min;Max)
Kontrol 94,9550(69,92;180,70)?
RT 177,6750(144.96;255,87)b4
RT+RML 83,6800(58,99;94,60)
RML 86,0300(64,81;107,44)2°
P ,000
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Kaspaz-9 igin yapilan istatistiksel analiz; kontrol ile RT grubu (p=0.024) arasinda, RT ile
RML grubu arasinda (p=0.001), RT+RML ile RT grubu arasinda (p<0.0001) istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu ancak diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli

fark olmadigini gosterdi (Sekil 4.4).

*kx
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KONTROL RT+RML RML

Sekil 4.4: Kaspaz- 9 Aktivitesinin ELISA Ol¢iim Sonuglari

(*) p=0.024<0,05 Kontrol ile RT gruplarina gore
(**) p=0.001<0,05 RT ile RML gruplarina gore
(***) p<0.0001<0,05 RT+RML ile RT gruplarina gore

4.2.3. Deneysel Uygulamanin Rat Beyin Dokusu TNF-a Diizeyleri Uzerine Etkisi

TNF-o olglimlerinin gruplara gore karsilastirilmast yapilmis ve Tablo 4.6’de TNF-a

degerleri verilmistir.
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Tablo 4.6: Gruplara Gore TNF-a Degerleri

Grup Median(Min;Max)
Kontrol 18,1900(14,43;26,25)P9¢
RT 24,8900(18,87;27,36)°¢
RT+RML 13,0750(10,94;15,93)*
RML 15,8100(12,73;21;79)2¢
p ,000

TNF-a icin yapilan istatistiksel analiz; kontrol ile RT+RML grubu (p=0.003) arasinda,
RT ile RML grubu arasinda (p=0.008), RT+RML ile RT grubu arasinda (p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu ancak diger gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark olmadigini gdsterdi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: TNF-o ELISA Ol¢iim Sonuglar

(*) p=0.003<0,05 Kontrol ile RT+RML gruplarina gore
(**) p=0.008<0,05 RT ile RML gruplarina gére
(***) p<0.0001<0,05 RT+RML ile RT gruplarina gore



4.2.4. Deneysel Uygulamanin Rat Beyin Dokusu interlokin-10 Uzerine Etkisi

IL-10 Olglimlerinin gruplara gore karsilastirilmasi yapilmis ve Tablo 4.7°de IL-10

degerleri verilmistir.

Tablo 4.7: Gruplara Gore IL-10 Degerleri

Grup Median(Min;Max)
Kontrol 6,1600(3,82; 8,31)4P
RT 3,4750(1,66;6,45)°

RT+RML 6,2700(3,22;10,07)°
RML 6,6050(5,50;9,57)%b
p ,007

IL-10 i¢in yapilan istatistiksel analiz; kontrol ile RT grubu arasinda (p=0.019) ve RT ile
RT+RML grubu arasinda (p=0.012), RT ile RML grubu arasinda (p=0.001) istatistiksel
olarak anlamli farklilik oldugu gosterildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: IL-10 ELISA Ol¢iim Sonuglari

(*) p=0.019 <0,05 Kontrol ile RT gruplarina gore
(**) p=0.012<0,05 RT ile RT+RML gruplarina gore
=0. <0V, 1le ruplarina gore
*#%) p=0.001<0,05 RT ile RML grupl g0
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4.2.5. Deneysel Uygulamanin Rat Beyin Dokusu TOS Uzerine Etkisi

TOS degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi yapilmis ve Tablo 4.8’de TOS degerleri

verilmistir.

Tablo 4.8: Gruplara Gére TOS Degerleri

Grup Median(Min;Max)
Kontrol 82,9550(73,84; 109,87)°¢
RT 91,0200(62,99;111,27)0cd
RT+RML 56,5400(35,64; 83,01)2
RML 82,5300(58,71; 99,12)P¢
p ,021

TOS i¢in yapilan istatistiksel analiz; kontrol ile RT+RML grubu (p=0.008) arasinda,
RML ile RT+RML grubu arasinda (p=0.031), RT+RML ile RT grubu arasinda (p=0.006)
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu ancak diger gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark olmadigini gosterdi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: TOS Sonuglari

(*) p=0.008<0,05 Kontrol ile RT+RML gruplarina gore
(**) p=0.031<0,05 RML ile RT+RML gruplarina gore
(***) p=0.006<0,05 RT+RML ile RT gruplarna gore
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4.2.6. Deneysel Uygulamanin Rat Beyin Dokusu TAS Uzerine Etkisi

TAS degerlerinin gruplara gore karsilastirilmasi yapilmis ve Tablo 4.9’de TAS degerleri

verilmistir.

Tablo 4.9: Gruplara Gére TAS Degerleri

Grup Median(Min;Max)
Kontrol 5,3800(3,84; 7,31)
RT 4,4350(3,89; 5,32)
RT+RML 5,1000(4,09; 6,41)
RML 5,2000(3,83; 6,62)
p ,135

TAS gruplar arasinda yapilan istatistiksel analizde istatistiksel olarak anlamli fark

olmadig goriildii (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: TAS Sonuglari

4.2.7. Deneysel Uygulamanin Rat Beyin Dokusu OSI Uzerine EtkKisi

OSI degerlerinin gruplara gére karsilastirilmas yapilmus ve Tablo 4.10°de OSI degerleri

verilmistir.
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Tablo 4.10: Gruplara Gore OSI Degerleri

Grup Median(Min;Max)
Kontrol 17,2550(13,07; 21,84)"4
RT 18,5900(14,40; 26,55)¢
RT+RML 10,8700(7,53; 15,93)?
RML 14,9720(12,82; 17,32)P
p ,001

OSl1 igin yapilan istatistiksel analiz; kontrol grubu ile RT+RML grubu (p=0.011) arasinda
RT ile RML grubu arasinda (p=0.026), RT+RML ile RT grubu arasinda (p<0.0001)
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu ancak diger gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli fark olmadigini gosterdi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: OSI Sonuglari
(*) p=0.011<0,05 Kontrol ile RT+RML gruplarina gore

(**) p=0.026<0,05 RT ile RML gruplarina gore
(***) p<0.0001<0,05 RT+RML ile RT gruplarina gore
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4.2.8. Deneysel Uygulamanin Ratlarda Lokositler Uzerine EtKisi

Lokosit dlgtimlerinin gruplara gore karsilastirmak amaciyla 32 adet disi fare ile deney

yapilmis ve Tablo 4.11°de 16kosit degerlerinin istatistik sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4.11: Gruplara Gore Lokdsit Degerleri

Grup Median(Min;Max)
Kontrol 2,2000(1,20;3,00)
RT 1,4000(,80;4,20)
RT+RML 1,5000(1,20;6,50)
RML 3,1000(1,10;3,60)
p ,142

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik olmadig: goriildii (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Lokosit Sonuglari
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5. TARTISMA

Beyin tiimorlerinde uygulanan RT tedavisinde, radyasyona bagli bazi yan etkiler
gorilmektedir. Bu yan etkileri azaltmak icin farkli ajanlar ve tedavi yoOntemleri
denenmektedir. Bu amagla kullanilan ajanlardan birisi de; RML ile benzer farmakolojik
Ozelliklere sahip ve ayni zamanda RML’nin yapisal analogu olan MLT nindir. MLT,
FDA tarafindan onayli degildir ve ABD’de regetesiz satilan diizensiz bilesikler
kategorisine dahil edilmektedir. Bu nedenle, son yillarda gergeklestirilen c¢esitli
calismalar MLT nin kendisinden daha ¢ok, MLT’erjik reseptor agonistleri tizerinde

odaklanmistir (Boutin.,2020).

Calismamizda MLT erjik reseptor agonisti olan RML’nun RT sonrasi dokuda hasara
sebep olan inflamasyon, OS ve apoptozis li¢liisii lizerindeki etkisini gostermek amaciyla
radyasyona bagli beyin hasar1 olusturdugumuz ratlarin beyin doku 6rneklerinden; TAS,
TOS, OSI, Kaspaz-3 ve -9, TNF-a, IL-10 diizeyleri arastirilmistir. Ayrica, tam kan
orneklerinden 16kosit Ol¢iimii yaptik ve korteks bolgesi doku oOrneklerinden H-E
boyamasi gergeklestirilerek hiicresel degisiklikleri inceledik. Buna gore; radyasyona
bagli beyin hasarinda RML’nun histolojik olarak hiicresel biitiinliiglin korunmasina katk1
sagladigini, OSI’nin azalmasina neden oldugunu, kaspaz-3 ve -9, TNF-o degerlerini

azalttigini, IL-10 degerlerinde artigsa neden oldugunu tespit ettik.

Rehman ve ark. (2019), travmatik beyin hasar1 (TBH) olusturduklar1 ratlarda, MLT
uygulamasinin, beyin hasarina bagli OS, ndroinflamasyon ve ndrodejenerasyona karsi
norolojik iyilestirme etkisini arastirmiglardir. Elde ettikleri analiz sonuglarina gore,
tekrarlayan hafif travmatik beyin hasar1 (rmTBI) grubunda yiikselmis ROS diizeyleri ve
artmis MDA miktariin MLT tedavisiyle tam tersine dondiigiinii gostermislerdir. Ayrica
bu ¢alismada fare beyinlerinde TBH ile indiiklenen néroinflamasyon derecesini saptamak
icin TNF-a 6l¢iimii yapilmis ve TBH nin TNF-a diizeyinde neden oldugu artisin, MLT’le
tedavi edilen gruplarda onemli olgiide azaldigini saptamislardir. Apoptotik siireci
degerlendirmek i¢in Western Blot yontemi ile Olgtiikleri kaspaz-3 seviyelerinin haif
travmatize hasarli beyin dokulu gruplarda(rmTBI) arttigin1 bulmuslardir (Rehman ve
ark., 2019). Bulgular1, bizim ¢alismamizdaki OSI sonuglarimizda benzer sekilde RML’un
antioksidatif etkisini desteklemektedir. TNF-a ile kaspaz-3 diizeyleri RML tedavisiyle

azalmistir. Rehman ve ark. (2019) gerceklestirdikleri bu ¢calismanin sonuglart MLT nin,
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calismamizdaki RML’a benzer sekilde antienflamatuar, antioksidatif ve antiapoptotik

etkiler sagladigini ve TBH’na kars1 koruyucu oldugunu gostermistir.

El-Missiry ve ark. (2021), y-radyasyon uygulanmasinin neden oldugu beyin hasarinda
MLT’nin inflamatuar, OS ve apoptozis lizerine etkisini arastirmiglardir. Histopataloji
sonuclarina gore; ratlarda hippocampal bolge dokusunda RT’la olusturulan lezyonlara 1.
ve 7. ginlerde MLT eklenip kontrol grubu (sadece l.ve 7.gunlerde MLT) ile
karsilastirildiginda, gruplar arasinda anlamli bir fark bulamamislardir. Bununla beraber
4-Gy vy-radyasyon uygulamasi yapilan ratlarda piknosisle beraber sitoplazmanin
yogunlugunun artmis, graniiler tabakada belirgin iskemik noérénal dejenerasyon
gozlenmistir. Sadece 7. giin RT uygulanan grubun histopatolojisinde nérénofaji birlikte
graniiler tabakada siddetli iskemik noronal dejenerasyon gézlenmistir. Ayrica bu
calisgmada RT+MLT uygulanan gruplarda ise hafif derecede vakuoler dejenerasyon ile
birlikte grantiler tabakada hafif iskemik hasar gozlenmis olup MLT nin iskemik noronal
dejenerasyonu hafiflettigini belirtmislerdir. Bizim ¢alismamizin vakuolizasyon agisindan
yapilan degerlendirilmesine gore kontrol grubuna kiyasla diger tiim gruplarda bir artis
gozlenirken sadece RT ve RT+RML gruplarinda bu artig anlamli olmustur (her iki grup
icin de). Ancak RT grubundaki artis RT+RML ve RML gruplariyla kiyaslandiginda El-
Missiry ve ark. (2021) ¢alisma sonuglarina benzer olarak anlamli bir sekilde tersine
donmiistiir. RML grubunda da RT+RML grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir sekilde
azalma gozlenmistir. Bununla birlikte arastirmaci calismasinda apoptotik etkiyi
degerlendirmek i¢in radyasyon uygulanan grupta immiinohistokimyasal boyama ile
kaspaz-3’un graniiler hiicrelerde belirgin bir sekilde artig gosterdigini ve bu artigin 1. ve
7. glinlerde MLT eklenmesiyle graniiler hiicre i¢i ve sitoplazmik niikleer kaspaz-3
seviyelerinin tersine donmesiyle MLT nin antiapoptotik mekanizmadaki ndroprotektif
roliiniin 6nemli oldugunu belirtmistir. Bizim ¢alismadaki histopatolojik olarak apoptotik
cisim incelemesinde ise kontrol grubuna kiyasla RT grubunda anlamli bir sekilde artig
gozlenmistir. RT grubuyla yapilan kiyaslamaya gére RT+RML ve RML gruplarinda
apoptotik cisim agisindan anlamli bir sekilde azalma goriilmistiir (her iki grup i¢in de).
RML grubunda da RT+RML grubuna kiyasla anlaml1 bir sekilde azalma gozlenmis olup
histopatolojik sonu¢larin RML’nun antiapoptotik roliinii gdstermesi bakimindan olumlu
bir veri olarak degerlendirmek miimkiin olacaktir. Calismamizda RML’nun antiapoptotik
etkisini histopatolojik inceleme ile beraber ELISA yoOntemiyle gergeklestirdigimiz

kaspaz-9 ve kaspaz-3 analizleri ile degerlendirdik. Sonuglarimiza gére hem kaspaz-9’un
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hem de kaspaz-3’un gruplar1 arasinda istatiksel olarak anlamli ve El-Missiry ve ark.
(2021) MLT ile elde ettigi verilerle son derece uyumlu olarak RML’nun da antiapototik
role sahip oldugunu gosterdik. Ayni ¢alismada, OS degerlendirmek i¢in radyasyon
uygulanan gruplarda 6l¢iilen; SOD, CAT, GPx, GSH degerlerinin anlamli bir sekilde
diisme gosterdigini ve buna ek olarak MDA seviyesinin yiikseldigini, MLT tedavisi ile
bu degerlerin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde tersine ¢evrildigi gosterilmistir. Bizim
calismamizda ise OS’i belirlemek icin kullandigimiz OS] sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde OS agisindan El-Missiry ve ark. (2021) calismasini destekler
sekildeydi. El-Missiry ve ark. (2021) ¢alismasindaki enflamatuar etki icin inflamatuar
sitokinlerden TNF-a, IL-1B, IL-6 ve antienflamatuar etkiyi gostermek ig¢in ise I1L-10
Olciilmiistir. MLT tadavisi alan gruplarla kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark
¢ikmamigtir. Ancak 1. ve 7. gilinde radyasyon uygulanan grupta pro-inflamatuar
sitokinlerin (TNF-a, IL-1p, IL-6) artis gosterdigi ve ayni zamanda IL-10 seviyesininde
distiigii belirlenmistir (El-Missiry ve ark., 2021). Calismada MLT tedavisiyle pro-
inflamatuar sitokinlerin belirgin bir sekilde diismesiyle beraber ayni zamanda IL-10
seviyesinin ylikselmesi bizim RML’la elde ettigimiz TNF-a ve IL-10 analiz 6lgtimleriyle
paralellik gostermistir. Ozetle El-Missiry ve ark. (2021) c¢alismasinda MLT’nin
radyasyona bagli beyin hasarinda, ¢alismamizda kullandigimiz RML ile benzer sekilde

antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik etki gosterdigini soylemek miimkiindiir.

Wang ve ark. tarafindan 2019 yilinda TBH’indan sonra RML’nun Nrf2 sinyal yolak
tizerinden OS ve inflamasyonu hafifletmesini konu alan bir ¢alismada beyin dokusunda
TBH’dan sonraki 3 ve 28. giinlerde lezyon hacimlerinin RML grubunda kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde kii¢iildiigii gdzlenmistir. Bununla birlikte
ipsilateral hemisiferlerdeki beyin 6deminde TBH’dan sonraki 3. giinde RML grubunda

kontrol grubuna gore yine istatistiksel olarak anlamli derecede azaldig1 saptanmaistir.

Bizim ¢aligmamizda buldugumuz histopatolojik sonuglarda ise RT grubundaki 6dem
artist RT+RML ve RML gruplariyla kiyaslandiginda anlamli bir sekilde azalma gostermis

olup Wang’in ¢alismasiyla uyumlu ¢ikmistir. Ayrica Wang’in bu ¢alismasindaki
biyokimysal analizlerde ise RML’nun TBH'dan 1,3,7 giin sonra inflamatuar sitokinleri
(IL-4, IL-1B, ve TNF-a) kontrol grubuna gore azaltmasinin yanisira 1, 3, ve 7 giinlerde
ise antienflamatuar sitokinleri (1L-10 ve IL-4) ayn1 sekilde kontrol grubuna gore anlaml

bir sekilde artirdigi bulunmustur. Bu sonuglar bizim ¢alismamizin gerek TNF-o. gerekse
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IL-10 sonuglariyla benzerlik gostererek RML’nun antienflamatuar etkisi olabilecegi
varsayimini desteklemistir. Ayrica bu calismada OS degerlendirmesi i¢in doku ve
serumda SOD, MDA, GSH ve GSH-Px ve MDA ol¢iimleri kulanilmistir. TBH’dan
sonraki 1. 3. ve 7. giinlerde kontrol grubuyla kiyas yapildiginda beyin doku ve serumda
SOD, MDA, GSH, ve GSH-Px diizeylerinin diisiik oldugu, MDA’nin yiikseldigi
RML’nun 1,3,7 gunlerde yilikselmis MDA’y1 kontrol grubuna gdre anlamli bir sekilde
tersine ¢evirdigi gozlenmistir. Genel olarak da RML tedavisi ile test edilen her iic zaman
noktasinin ¢ogunda beyin ve serum SOD, GSH ve GSH-Px diizeylerini artirdigi ve serum
MDA diizeylerini diislirerek (Wang ve ark., 2019) bizim ¢alismamizda RML’la elde
ettigimiz OSI sonuclarina benzer sekilde olas1 antioksidatif etki kapasitesini ortaya
cikarmistir. Sonug olarak c¢alismamiz hem histopatolojik hem de biyokimyasal olarak
Wang ve ark.’nin ¢aligmasindaki gibi RML’nun antienflamatuar, antioksidatif etkilere

sahip oldugunu gostermektedir.

Wu, X. L ve ark. (2020) yilinda RML’nun iskemik beyin hasari {izerindeki etkinligini
konu alan bir ¢caligma yapmislardir. Bu calismada RML 3 mg/kg olarak uygulanmistir.
Calismada ratlarda orta serebral arter okliizyonu yapilmis olup bu sekilde akut fokal
serebral iskemi (lezyonlar 0.,4.,6. saatlerde degerlendirilmis) ve kronik beyin hasar1 i¢in
fototrombosis (PT) uygulanmis olup lezyonlar 15’inci gilinde degerlendirilmistir.
Calismada olusturulan iskemik hasardan 4 saat sonra RML grubuyla kontrol grubu
arasinda RML’nun anlamli bir sekilde beyin infarkt hacmini azalttig1 goriilmiistiir. Bu
modellemede kronik beyin hasarinda RML uygulanmis grupla PT grubu kiyaslandiginda
beyin lezyon bdliimleri hacimleri Ol¢iimlerine gore yine anlamli bir sekilde hasari
azalttig1 gosterilmistir. Bu caligmanin histopatolojik sonuglari, RML tedavisinin hem akut
hemde kronik iskemik hasar iizerinde bizim c¢alismamizdaki histopatolojik
degerlendirmelerle benzer sekilde (6dem, vakuoalizasyon ve apoptotik cisim etkisi
acisindan) olumlu etkiler gostermektedir. Wu, X. L., ve ark. (2020) ¢alismalarinda ayrica,
serebral iskemide inflamasyonu degerlendirmek i¢in IL-1B ve TNF-o Ol¢limlerini
kullanmistir. Sonugta iskemiden sonra anlamli bir sekilde artan bu parametrelerin bizim
caligmadakine benzer bir sekilde RML tedavisiyle baskilanip RML’un antienflamatuar
etki gosterdigi gozlenmistir (Wu, X. L., ve ark., 2020).

Wu, G.C ve ark. (2020), RML ve MLT ile ventilatdriin neden oldugu akut akciger

hasarina kars1 IL-10 t{iretiminin yukar1 regiilasyon yoluyla koruma sagladigini géstermek
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amaciyla gerceklestirdikleri ¢alismada, kontrol grubuna goére VILI (Ventilatdr Induced
Lung Injury) grubunda ventilatore bagli gelisen genis interstisyel édem ve 16kosit
infiltrasyonunundan sonra diisen IL-10 ve yilikselen TNF-a eslik etmistir. MLT veya
RML tedavisi ile IL-10’nun Onemli dlgiide yiikseldigi, TNF-a seviyesinin anlamli
bir sekilde diisme gostermislerdir (Wu, G.C ve ark.,2020). Calismanin sonuglart bizim
IL-10 ve TNF-a sonuglariyla uyumlu ¢ikmigtir. Ayrica calismamizin histopatolojik
sonuglarmin 6dem agisindan yapilan degerlendirmesine gore RT ve RT+RML
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir sekilde artis gozlenip, RT grubundaki
gozlenen bu 6dem artist RTHRML ve RML gruplartyla kiyaslandiginda anlamli bir
sekilde tersine ¢evrilip, Wu, G.C ve ark. (2020) ¢alismasinda ventilasyona bagli olusan
6demin, RML ve MLT tedavisiyle tam iyilesme gdstermesi agisindan benzerlik
icermektedir. Aynmi1 c¢alismada, OS degerlendirmek icin serumda MDA diizeyleri ve
protein karbonil diizeyleri 6l¢iip, kontrol grubuna gore kiyasla VILI grubunda anlamli bir
sekilde yiikselmis MDA ve protein karbonil degerlerinin, MLT veya RML tedavisi
anlamli bir sekilde diistiiglinii saptamistir. Bizim ¢alismamizda antioksidatif kapasiteyi
gostermek igin kullandigimiz OSI sonuglariyla benzer olarak RML’nin antioksidatif
etkisini belirtmistir. Wu ve ark. apoptozis degerlendirmesi i¢in immunohistokimyasal
olarak kaspaz-3 boyamas1 yaparak, kaspaz-3 seviyesinin VILI grubunda kontrol grubuna
gore anlamli bir sekilde yiikseldigini ve bu yiiksekligin RML veya MLT tedavisi ile
diisme egilimi gosterdigini gézlemleyip bizim calismamizda RML’le elde ettigimiz
kaspaz-3 c¢alisma sonuglarini destekleyecek sekilde RML’nun olasi antiapoptotik
etkisini ortaya ¢ikarmiglardir. Ayrica Melatoninerjik reseptor antagonisti eklendiginde bu
diisme egiliminin ortadan kalktigi goriilmiistir (Wu,G.C ve ark.,2020). Ozetle bu
caligmanin gerek histopatolijik sonuglari gerekse biyokimyasal (TNF-a ve IL-10, Kaspaz
3, MDA, Protein karbonil) analiz sonuglar1 calismamizda elde ettigimiz sonuglarla benzer

olarak RML’nun antienflamatuar, antiapoptotik ve antioksidan etkilerini géstermistir.

Li, C. ve ark. (2021) tarafindan gerceklestirilen, RML’nin mitokondriyal bagimli bir
yolda noronal hiicrelerde 1-metil-4-fenilpiridinyum (MPP+) ile indiiklenen
norotoksisitesinin iyilestirilmesini konu alan bir ¢alismada néronal apoptozis

yolaklarinda RML nin rolii incelenmistir. Calismada néronlarda meydana gelen MPP+
ile olusturulan apoptozisda sitozolik sitokrom C saliminin ve Bax/Bcl-2 oranin artmasinin
yanisira kaspaz-3 seviyesinin yiikselmesinin eslik ettigi ve RML uygulanmasiyla bizim

calismamizdaki kaspaz-3 sonuglari ile uyumlu olarak biitiin tablonun tersine donerek
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RML’nun antiapoptotik olarak etki gosterdigi sonucuna varmislardir. Yine bu ¢aligmada
yaymimizda OS igin kullandigimiz OSI yerine mitokondrial ROS ve protein karbonil
degerleri baz alinmustir. Bu degerlendirmelere gére MPP+ kaynakli grupta anlamli
sekilde artig goOsteren mitokondrial ROS ve protein karbonil degerleri RML
uygulanmasiyla bu artigin anlamli sekilde diistiigii gézlemlenmis olup (Li, C. ve ark.
2021), calismamizda OSI ile 6lctiigiimiiz degerlerle uyumlu olarak RML’nun potansiyel

antioksidatif etkisi bir kez daha vurgulanmistir.

2020 yilinda Tao Wang ve ark. tarafindan RML’nin isoflorana aracili beyin
mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde olusturdugu inflamatuar yanitla ilgili yapilan
calismada isofloranin tek basina yaklasik olarak mitokondroyal ROS’u 3.6 kat
arttirmasina karsilik 2 ayr1 doz seklinde uygulanan RML tedavisi ile anlamli bir sekilde
bu oranin sirastyla 2.6 ve 1.7 kata kadar distiigli gozlemlenmistir (Tao Wang ve ark.
2020). Bu veriler, bizim c¢alismamizda OS parametresi olarak kullandigimiz OSI
sonuglartyla paralellik gostermis olup RML’nun olas1 antioksidatif etkisini teyid etmistir.
Yine bu g¢alismanin hiicre kiiltiiriiyle yapilan inflamatuar degerlendirmesinde bizim
calismamizda kullandigimiz inflamatuar parametre olan TNF-a ‘ya karsilik olarak IL-1f3
ve TGF-B olciimleri yapilmis olup isofloran sonucu anlamli bir sekilde artig gosteren bu
parametrelerin RML etkisi ile diistiigli ve bu diismenin bizim calismadaki TNF-a
sonuglariyla uyumlu olarak RML’nun antienflamatuar kapasitesine dikkat ¢ekmistir (Tao
Wang ve ark. 2020). Sonug olarak bu ¢alismada ¢ikan bulgular, RML’nun isoflorana
bagli olusan beyin endotel hasarinda antienflamatuar ve antioksidatif etkisine dikkat

¢ekip calismamizin sonuglarini destekler niteliktedir.

Liu, Y ve ark. (2021) RML’nin Nrf2 aktivasyonu yoluyla, LPS kaynakli kan beyin
bariyerini geg¢irgenligini bozan hasarda iyilestirici etkisini arastirdiklar1 calismada,
RML’nin beyin damarlarindaki inflamasyon diizeyini gozlemlemek i¢in IL-1B ve MCP-
1 degerlerini 6lgmiislerdir. Calismadan elde edilen veriler, LPS grubundaki sonuglarin
kontrol grubundan anlamli bir sekilde yiiksek oldugu ve bu yiiksekligin RML tedavisi ile
bizim ¢alismamizdaki TNF-a sonuglarina benzer sekilde RML’nun antienflamatuar etki
gosterdigi, LPS kaynakli beyindeki bu siddetli inflamasyonun RML ile hafifletebilecegini
gozlemlemislerdir. Aymi ¢alismada OS degerlendirilmesi icin MDA 6lgiimii yapilmis
olup LPS grubunda MDA ’nin anlamli bir yiikseklik gostermesine karsin bu yiiksekligin
hem RML grubunda hem de RML+LPS grubunda biiyiik oranda baskilanarak  bizim
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calismamizdaki OSI sonuglariyla uyumlu sekilde diistiigiinii gostermistir (Liu, Y ve ark.,
2021). Ortaya ¢ikan bu veriler, calismamizda elde ettigimiz RML’nun antioksidatif ve

antienflamautar etkisini desteklemektedir.

Liu, D. Gu ve ark. (2021), insan SH-SY5Y noéronal hiicre hattinda, 6-OHDA kaynakl
hiicresel yaslanmaya karsi RML’nin 30 nM ve 60 nM dozlartyla koruyucu etkisini
arastiran bir calisma yapmustir. Bu galismada, RML’nin OS {izerindeki etkisini belirlemek
i¢in bizim kullandigimiz OSI’ne karsilik olarak ndronal hiicrelerdeki H202 iiretimi
Olciilerek tespit edilmistir. 6-OHDA ile uyarilan bu hiicrelerde anlamli bir sekilde H202
{iretimi yiikselmis olup RML verilmesiyle calismamizdaki OSI ile uyumlu bir sekilde
OS’in baskilanarak ndronal hiicrelerde 6-OHDA kaynakli OS’in belirgin bir sekilde
diizeltilebilecegi gosterilmistir. Ayrica bu calismada apoptozis gostergesi olarak bizim
calismamizda analiz ettigimiz kaspaz-3 ve kaspaz-9 o6l¢iimiine karsilik olarak p53 gen
ekspresyonu dl¢iilmiistiir. Bu ¢alisma sonucuna gore p53 gen ekspresyonun belirgin bir
sekilde arttig1 ve bu artisin bizim ¢alismamizin kaspaz-3 ve kaspaz-9 analiz sonuglariyla
uyumlu olarak Liu ve ark. (2021) calismasinda da RML tedavisi ile baskilanarak olas1
antiapoptotik etkisi gosterilmistir (Liu, D. Gu ve ark., 2021). Cikan sonuglarin hepsi
birlikte ele alindiginda RML bizim calismadaki sonuglarla benzer sekilde hem
antiapoptotik hem de antioksidatif etki gostererek calismamiz sonucu elde ettigimiz

verilerimizi desteklemektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Radyasyon sonrasinda beyin dokusunda meydana gelen etkilenmelerin temelinde OS,
enflamasyon ve apoptozis yer almaktadir. Calismamizdan yaptigimiz ¢ikarimlara gore
RML tedavisi, radyasyon sonrasinda OS ve inflamasyon sonucu olusan hiicresel 6demi
istatistiksel olarak da anlamli Olclide azaltabilecegi olgusu verilerle sunuldu. Ayrica
caligmamizda enflamatuar sitokin olan TNF-o diizeyleri, RML tedavisi ile istatistiksel
olarak anlamli 6l¢lide diiserken, antienflamatuar sitokin olan IL-10 konsantrasyonunda
yine istatistiksel olarak artis gézlendi. Boylece istatistiksel olarak anlamli ¢ikan sonuglara
dayanarak RML’nun radyasyona maruz kaldiktan sonra dokularda apoptozis
programlamasinda rol oynayan kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunu etkileyerek ve pro-
apoptotik gen baslangicini kisitlayarak kaspaz-3 ve kaspaz-9 yolunun inhibisyonu
yoluyla radyoprotektif bir etki gosterdigini sdyleyebiliriz. Caligmamizda, RML’nin
fizyolojik ve farmakolojik dozunda antioksidan, antiapoptotik ve antienflamatuar
etkilerini gostermeye ¢alistik. Bununla birlikte bu ¢calisma, RML’nun 1sinlanmis si¢anlara
kiyasla hipokampusun histolojik yapisini onemli 6lciide korudugunu gostermistir.
Calismamizdaki histopatolojik sonuglar ile biyokimyasal analiz sonuclar1 birbirini
desteklemekteydi. Bu verilerin 1s1ginda RML tedavisi ile radyasyonun meydana getirdigi
beyin hasarinda kullanilabilecek ve gelecek calismalar yoniinden bilim diinyasinda
heyecan verici sonuglari meydana getirebilecek bir molekiil olabilecegini kanisindayiz.
Diger yandan RML’nun etki mekanizmasinin daha net incelenmesi igin, etkili olabilecegi
yolaklarla ilgili daha iler1 molekiiler analizlere ihtiya¢ vardir. Sonug¢ olarak, RML’nun
gercek klinik faydasini gormek ve degerlendirmek i¢cin FDA onayli olmasi, koti
kullanim, toksik doz gibi kullanimin1 kisitlayan herhangi kontrendike durum s6zkonusu
olmadigindan, kliniktede RT alan hastalar {izerinde kullanilip etkilerin ileri molekiiler ve
histolojik analizlerle desteklenip uzun siireli hasta izlemlerinin oldugu calismalarin
arttirilmasi faydali olacaktir. Sonug olarak ¢alismamiz radyasyona bagli beyin hasarinda
RML’un olas1 yararl etkilerini gosteren ilk ¢alismadir. Bu yoniiyle, yapilacak daha ileri

calismalara 151k tutarak, literatiire yeni bilgiler kazandirmaya adaydir.
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