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SICAN MODELINDE KUCUK GTPAZ’LARIN iYONLASTIRICI
RADYASYON HASARLARINDAKI ROLU

Y.Aysun Manisahgil, Dokuz Eyliil Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii,
Medikal Fizik Anabilim Dal, izmir

OZET
Amag: Iyonlastirict radyasyonun canlilar iizerindeki erken ve ge¢ ddénemdeki etkilerinin
basinda reaktif oksijen (ROS) tiirlerinin olusumu, apoptozis ve DNA hasar1 gelmektedir. Hicre
ici ROS olusumu ve apoptozis mekanizmalarinda rol alan kiigiik GTPaz’lar; Racl, RhoA ve
Cdc42'dir. Bu c¢aligmada; testis ve kemik iligi dokularinda olusan radyasyona bagli hasarda,
kiicik GTPaz’larin roliiniin arastirilmasi amaglanmistir.
Yontem: Kontrol grubu hari¢ sicanlara, 3 farkli dozda (0,02 Gy; 0,1 Gy; 5 Gy) tim viicut
radyasyon 1ginlamas1 yapilmistir. Radyasyon uygulanmasindan sonra 2. saat, 24. saat ve 7.
giinde testis ve kemik iligi dokular1 ¢ikartilmistir. Testis ve kemik iligi doku hasar1 histolojik
yontemler ile Racl ve RhoA ekspresyonlari immiinhistokimyasal (IHK) boyama ile analiz
edilmistir. Apoptozis, aktif kaspaz-3 ekspresyonunun IHK boyamas: ile degerlendirilmistir.
Testis dokusundaki ROS’u degerlendirmek igin; hiicre igi ROS, stiperoksit dismutaz (SOD) ve
malondialdehit (MDA) ile Racl ve RhoA aktivasyon analizleri biyokimyasal yontemler
kullanilarak yapilmastir.
Bulgular: Radyasyon uygulanan tiim gruplarda, zamana ve doza bagl testis dokusunda hasar
ve apoptozis artis1 saptandi. Radyasyon gruplarinda doza ve zamana bagli olarak; Racl
ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore azalirken, RhoA ekspresyonlart da artis gostermistir.
Ayrica, radyasyon gruplarinda, kontrol grubuna gore hiicre i¢i ROS ve MDA diizeylerinin
artt1g1, SOD diizeylerinin ise azaldig1 saptandi.
Sonug: Radyasyona bagl testis hasarinda kiiglik GTPaz’larin rolii olabilecegini ve Racl ve
RhoA’nin testis hasarini arttirict etkisinin en azindan bir kismin1 hiicre i¢i ROS olusumu ve

lipid peroksidasyonunu arttirarak gergeklestirebilecegini diislindiirmiistiir.

Anahtar Sozcikler: Apoptozis, Iyonlastiric1 radyasyon, Kiiciik GTPaz, NADPH oksidaz,
Reaktif oksijen tiirleri (ROS), Radyasyon hasari.



THE ROLE OF SMALL GTPASES IN IONIZING RADIATION DAMAGE
IN RAT MODEL

Y.Aysun Manisahgil, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences,
Department of Medical Physics, Izmir

ABSTRACT
Objective: Acute and late effects of ionizing radiation on living organisms are mainly known
as the generation of reactive oxygen species (ROS), apoptosis and DNA damage. The small
GTPases, which are Racl, RhoA, and Cdc42, are involved in intracellular ROS formation and
apoptosis mechanisms. In this study, it was aimed to investigate the role of small GTPases

involved in radiation-induced damage to testes and bone marrow tissues.

Methods: Whole body irradiation was applied to the rats at 3 different doses (0.02 Gy; 0.1 Gy;
5 Gy) except the control group. Testicular and bone marrow tissues were removed at 2 hours,
24 hours and 7 days after radiation exposure. Testicular and bone marrow tissue damage was
analyzed by histological methods and Racl and RhoA expressions by immunohistochemical
(IHC) staining. Apoptosis was assessed by IHC staining of active caspase-3 expression. In order
to evaluate ROS in testicular tissue, intracellular ROS, superoxide dismutase (SOD) and
malondialdehyde (MDA) analyses were performed using biochemical methods. Racl and

RhoA activation were analyzed by biochemical methods.

Results: Testicular tissue damage and increased apoptosis were detected in all irradiated
groups, depending on time and dose. Depending on the dose and time in the all radiation groups,
Racl expressions decreased compared to the control group and RhoA expressions increased. In
addition, it was found that intracellular ROS and MDA levels increased and SOD levels

decreased in the all radiation groups compared to the control group.

Conclusion: It has been suggested that small GTPases may have a role in radiation-induced
testicular damage. It has been suggested that Racl and RhoA may have some of the effect of

increasing testicular damage by increasing intracellular ROS generation and lipid peroxidation.

Key Words: Apoptosis, lonizing radiation, Small GTPase, NADPH oxidase, Reactive oxygen
species (ROS), Radiation damage



1 Giris ve Amac

Iyonlastirict radyasyon; cesitli radyolojik gériintiileme uygulamalarinda ve kanser
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Tan1 ve tedavi sirasinda hastaya uygulanacak
radyasyon dozunun miimkiin oldugunca az tutulmasi ve radyasyondan koruyucu 6nlemler
alinmasina ragmen; hastada radyasyona bagli hasarlarin olusma olasiligi bulunmaktadir.
Iyonlastirict radyasyonun canlilar iizerinde erken ve ge¢ donemdeki etkilerinin basinda; DNA
hasar1, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve apoptozis gelmektedir. Iyonlastiric1 radyasyona
maruz kalan hiicrelerde etkilenme sekline bagli olarak farkli molekiiler ve sinyal ileti yolaklar
Uzerinden etkiler meydana gelir (1). Bu molekiiler degisiklikler, genel olarak ¢ift iplik
kirilmalari, kromozom anomalileri, mikroniikleus ve niikleoplazmik kopriilerin olusmasi

ve/veya strese duyarli genlerin upregiilasyonu ile saptanan genomik instabilitedir (2).

Giliniimiize kadar hiicre i¢inde sadece ¢ekirdegin radyasyona duyarli oldugu ve hiicrenin
geri kalaninin radyasyondan etkilenmedigi fikri yaygindi. Hiicre i¢i molekiilleri hedefleyen ve
sinyal mekanizmalarini arastiran ¢aligmalarin artmasi ile hiicrelerin radyasyona yanitinin farkl
diizeylerde ortaya ¢ikabilecegini savunan yeni goriisler ortaya ¢ikmustir (1, 3, 4). Tibbi
goruntiileme ve tedavi yontemlerinde, tetkikin ya da tedavinin amacina gore hastaya verilen
radyasyon dozlar1 da farklilik gosterir. Radyolojik goriintiilemede direk grafi, mamografi gibi
diisiik dozda radyasyon iceren tetkikler oldugu gibi, anjiografi, bilgisayarli tomografi ve
bununla birlikte tedavide de yiiksek doz uygulamalar1 yapilmaktadir. Yiiksek radyasyon dozlar1
sonrasinda olusabilecek etkiler hakkinda, diisiik dozlara gore daha fazla bilgiye sahibiz.
Japonya’daki atom bombasi sonrasinda yapilan epidemiyolojik calismalardan elde edilen
veriler, radyasyon maruziyeti ile karsinojenez arasindaki nedensel iliski hakkinda 6nemli
kanitlar saglamistir (5). Ancak diisiik dozlar i¢in doz ve kanser insidansi arasindaki nedensellik

tizerinde halen tartismalar devam etmektedir (6).

GTPaz ailesi; hiicre buylmesi, hucre iskeletinin yeniden yapilanmasi, protein kinaz
aktivasyonu, ROS olusumu ve endotel gecirgenligin diizenlenmesi gibi ¢esitli fizyolojik ve
patolojik olaylarda gorev alir. Kiiclik GTPaz RhoA, endotelial gegirgenligi arttirici1 etkileri
bilinmekle birlikte, Racl ve Cdc42 molekdllerinin endotelial disfonksiyon tamir
mekanizmalarindaki rolii bilinmemektedir (7). Bunun yani sira, Racl molekiiliiniin; hiicre
dongusu, hiicre-hiicre adezyonu, aktin baglantili motilite ve epitelial farklilasma gibi gérevleri

de vardir. Racl molekiiliiniin oksidatif stres ve apoptozisin arttigi patolojik durumlarda



ekspresyonu ve/veya aktivitesinin arttigt pek cok dokuda gosterilmistir (8, 9). Kigik
GTPaz’larin 6zellikle de Racl molekiiliiniin; NADPH oksidaz enziminin alt birimi olarak
serbest radikal olusumu ve apoptozisteki rolleri nedeni ile radyasyona bagli hasarlar

olusmasinda rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.

Caligmamizda, tibbi goriintiileme ve tedavi yontemlerinde kullanilan radyasyon dozlarina
karsilik gelebilecek radyasyon dozlarinin (diisiik, orta ve yiiksek) farkli dokular iizerindeki
erken ve ge¢ donemdeki olasi etki mekanizmalarinda GTPaz’larin roliinli arastirmayi

amagladik.



2 Genel Bilgiler

2.1 Radyasyon

Radyasyon, elektromanyetik dalga veya parcaciklar bicimindeki enerji yayilmasi veya
aktarimidir. Elektromanyetik dalgalar; ¢ok diisiik enerjiden (radyo dalgalari, mikrodalgalar,
goriilebilen 1sinlar) ¢ok yiksek enerjiye (X ve gama isinlar1)) kadar genis bir spektruma
sahiptirler (Sekil 1). Radyasyon; dogal ya da yapay yollarla olusabilir; dogada bulunan
radyoaktif cekirdeklerin bozunmasi ile olusan radyasyon background radyasyona katki
saglarken X 111 tiiplinde meydana getirilen radyasyon basta saglik olmak iizere sanayide

bir¢ok alanda ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir.

ELEKTROMANYETIK SPEKTRUM

(m) goriilebilir

l rzu{yo mikrodlalga klzil oOlesi ll;'llk nwr'(ilcsi X|1$1m ¥ i:,'ml

| 1 I, 1 | | |
103 102 105 106 10% 100 1012
; — | ———
Frekans 10% 108 1012 l 1013 10 10! 1020
(Hz)

Sekil 1. Elektromanyetik Spektrum

Glinliik hayatimizda siirekli olarak cesitli sekillerde radyasyona maruz kaliyoruz. Bu
radyasyon maruziyetinin %801 dogal kaynaklar ve % 20'si de yapay kaynaklar (6zellikle tipta
kullanilan radyasyon uygulamalar1) araciligi ile olmaktadir. Radyasyon maruziyetini kategorize
etmenin bir baska yolu da i1sinlamanin nasil oldugu ile ilgilidir. Radyoaktif maddeler ve
radyasyon, viicudumuzu disardan veya igeriden (yiyecek, icecekler ve inhalasyon yoluyla)
1sinlayabilir. Genel olarak i¢ ve dis maruz kalma dozlarinin yaklasik olarak ayni oldugu kabul

edilir (Sekil 2) (10).



Tibbi 1sinlama %20

Sekil 2. Dlinyadaki radyasyon dagilimi (10)

2.1.1 Dogal Radyasyon

Diinya uzerinde, evrenden gelen kozmik 1sinlar ve yerkiirede bulunan dogal radyoaktif
maddelerden yayilan radyasyon bulunmaktadir. Tiim canlilar, varoluslarindan bu yana siirekli
olarak dogal radyasyonla i¢ ice yasamaktadir. Atomik Radyasyonun Etkilerine iliskin Birlesmis
Milletler Bilim Komitesi (United Nations Scientific Committee on the Effects of Atomic
Radiation, UNSCEAR) tarafindan 2000 yilinda yayinlanan raporda; dogal yollar ile alinan
ortalama yillik etkin doz degerinin 2,4 mSv civarinda oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte,
bazi iilkelerde bu miktarin 10 mSv'in tizerinde olabilecegi de eklenmistir (10). Dogal radyasyon
kaynaklari; kozmik 1sinlar ve diinyanin olusumundan itibaren yerkabugunda bulunan dogal

olarak bulunan radyoizotoplar ve radon gazidir.

2.1.2 Yapay Radyasyon

Dogal ya da yapay yollar ile radyoaktif ¢ekirdeklerin bozunmasi ya da X 1sin1 tiipii ile
elde edilen radyasyon yapay radyasyon olarak adlandirilir. En biiyiikk kullanim alani
hastaliklarin tan1 ve tedavisi amaciyla yapilan tibbi uygulamalardir. Bununla birlikte; niikleer
giic santrallerinde enerji {iretimi, endiistri ve sanayi alaninda iirlinlerin kalite kontrol

islemlerinde, gidalarin sterilizasyonu amaciyla da yaygin olarak kullanilmaktadir.

2.2 Radyasyon Tipleri
Radyasyon, madde iizerinde olusturdugu etkilere gore iyonlastirict olan ve iyonlastirici
olmayan radyasyon olmak iki gruba ayrilir (Sekil 3). Yiiksek enerjili kozmik 1sinlar, X ve gama

1sinlart iyonlastirict radyasyon iken kizilGtesi 151k, mordtesi 11k, goriiniir 151k, radyo dalgalari
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ve mikrodalgalar iyonlastirici olmayan radyasyondur (11). Radyasyonun canlilar iizerinde
zararl etkileri olmasina ragmen X ve gama 1sinlar1 hastaliklarin tan1 ve tedavisinde siklikla

kullanilmaktadir (12).

RADYASYON
[YONLASTIRICI I IYONLASTIRICI OLMAYAN
RADYASYON RADYASYON

PARCACIK TiPI N DALGA TIPi

Hizl elektronlar DALGA TIPI Radyo dalgalari

Alfa pargaciklari Xsnlan Mikrodalgalar

Beta pargaciklar Gama 1§inlart Kizil Gtesi dalgalar
Nbtron pargaciklart Goriilebilir 151k

Sekil 3. Radyasyon tipleri

2.2.1 Iyonlastirict Radyasyon

Farklt radyasyon tipleri madde ile karsilastiklarinda maddede kimyasal baglar
kirabilecek, atomlardan veya molekullerden elektron kopararak iyonizasyon olusturacak etkiye
sahiptir. Bu tip radyasyona iyonlastirici radyasyon adi verilir. Alfa, beta ve nétron gibi pargacik
tipindeki ve yiiksek enerjili morétesi 1smlar, gama ve X 1silarii igeren dalga tipindeki

radyasyonlar iyonize edici 6zellige sahiptirler.

2.2.2 Iyonlastirict Olmayan Radyasyon
Radyo dalgalari, infrared, goriiniir 151k gibi diisiik enerjili elektromanyetik radyasyonlar

iyonlastirict 6zellige sahip degillerdir.

2.3 Radyasyon Dozu ve Birimleri

Radyasyona maruz kalan organizmalarin aldiklar1 dozlarla ve olusabilecek risklerle
ilgili nicel degerlendirmeler yapabilmek, radyasyondan kaynaklanan etkinin bir 6l¢iitii olan doz
ile risk arasindaki baglantiyr kurabilmek i¢in dozimetrik nicelikler gereklidir. Uluslararasi
Radyolojik Koruma Komisyonu (International Commission on Radiological Protection, ICRP);
radyasyondan koruma standartlari, mevzuat, yonergeler, programlar ve uygulamalar gibi

uluslararas1 kullanilan radyolojik koruma niceliklerini gelistirir (13). Radyasyondan korunma

7



niceliklerini li¢ ayr1 gruba ayirmistir:

1. Fiziksel ve Olgiilebilir miktarlar (absorbe edilen doz, havadaki foton isinlama degeri,

hava kerma)

2. Tiiretilmis miktarlar (esdeger doz, etkin doz ve doz esdegeri; direkt olarak dlgiilemezler

ancak hesaplamalar ile belirlenir)

3. Bilimsel komite tarafindan belirlenen degerler (radyasyon agirlik faktorleri, doku

agirhik faktorleri ve primer ve ikincil sekonder doz limitleri gibi).

Isinlama dozu (ekspojur, x=dQ/dm); fotonlar tarafindan serbest birakilan biitiin
elektronlar (nétron ve pozitron) havada tamamen durduruldugunda, havada olusan ayni isaretli

iyonlarin toplam ytikiinii tanimlar. Uluslararasi Birim Sistemi (SI)’nde ekspojurun tanimi birim

kilogram basina yiik miktaridir(C/kg). Ozel birimi réntgen (R)’dir (Tablo1).

Tablo 1. Radyasyon Birimleri

Radyasyon Niceligi

Konvansiyonel Birim

SI Birimi

Aralarindaki iliski

Isinlama Dozu

RoOntgen

NA (Air Kerma)

1C/kg=3876 R

(Havadaki radyasyon) | 2.58.10 C/kg Coulomb/kg 1R=2.58.10 Clkg

Sogurulan Doz Rad Gray 1Rad= 1cGy

(Depolanan enerji) 10'2 Joule/kg Joule/kg 1Gy= 100 Rad

Seri Sievert =

Doz Esdegeri Rem= RadXWR 1 Rem=0,01 Sv

(Biyolojik etki) GyxW_ 1 Sv=100 Rem
Curie(Ci) Becquerel (Bq) - 10

Radyoaktivite 0 4 1 1Ci=3,7x10 Bq
3,7x10 sn 1sn 1Ci= 37 GBq

Sogrulan doz (D), iyonize radyasyon tarafindan iiretilen biyolojik etkilerin bir 6l¢iisii
olup radyasyona maruz kalan bir materyalin birim kiitlesinde depo edilen enerjidir. SI birim

sisteminde sogurulan doz birimi Gray (Gy)’dir. Gray, bir kilogram dokuda sogrulan bir Joule’lik




enerji bir Gray’ e esittir. Ozel birimi ise rad (radiation absorbed dose)’dir. Esdeger doz;
sogurulan dozun radyasyon agirlik faktorii ile carpilarak diizeltilmesiyle bulunan radyasyonun
tipine bagli olarak doku veya organdaki biyolojik etkilerin dikkate alindig1 bir doz birimidir. Sl
birim sisteminde birimi Sievert (Sv)’dir. 1Sv; 1Gy’lik x veya gama 1511 ile ayni biyolojik etkiyi
meydana getiren bir radyasyon miktar1 olarak tanimlanir. Esdeger dozun 6zel birimi; Rem
(Rontgen Equivalent Man)’dir (Tablo1). Etkin dozu; biitiin doku ve organlarin aldigi dozu
belirlemek i¢in tanimlanir ve esdeger dozun, her doku ve organin doku agirlik faktorleri ile

carpilmasi sonucunda elde edilen dozlarin toplamidir (14).

2.4 Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Biyolojik sistemlerde maruz kalinan radyasyonun tipi, dozu ve/veya doz hiz1 maruz kalan
viicut bélgesinde olusabilecek radyasyon hasarini belirler (3). Iyonize radyasyonun meydana
getirdigi hasarlar oncelikle hiicre diizeyinde baglayarak tiim organizmayi etkileyebilir. Bu
etkilerin baginda; DNA hasar1 ve buna bagl olusan kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi ve/veya hiicre
6lumu ve serbest radikallerin olusumu gelmektedir (1, 15). Radyasyona maruz kalan dokunun
hiicre yapisi ve proliferasyon hizina bagli olarak olusabilecek hasar, dokular arasinda farklilik
gosterir (16). Radyasyonun doku diizeyindeki etkilerinin basinda; deri lezyonlari, katarakt
olusumu, kemik iliginin etkilenmesi sonucu olusan hematolojik degisiklikler ve infertiliteye
neden olabilecek diizeyde gonadal hiicre hasar1 bulunmaktadir. Canli organizmadaki organ ve

dokularin hangi dozlarda ve hangi diizeyde etkilendikleri ICRP tarafindan belirlenmistir (16).

Iyonize radyasyonun etkileri stokastik ve deterministik etkiler olarak iki farkli sekilde
ortaya cikabilir. Stokastik etkiler; alinan dozdan bagimsiz, ¢ok diisiik dozlarda bile ortaya
cikabilen, ne zaman ve ne sekilde olacagi ongoriilemeyen etkilerdir. Stokastik etkilerin olugma
olasiligimin arttigi doz degeri (100 mGy) esik deger olarak kabul edilir (16). Deterministik
etkiler ise yiiksek doz maruziyetlerinde olusan aniden ortaya ¢ikabilen ve organizmada biiyiik
hasarlara neden olabilecek sonuclar meydana getirir. Iyonlastirici radyasyon maruziyetinin
yonetimi ve kontroli, deterministik etkilerin olusmamasi ve stokastik etkilerin olusturabilecegi

risklerin en az diizeyde gorulebilmesidir.

Iyonlastirict radyasyon hiicreyi direkt ve indirekt olmak iizere iki sekilde etkiler (Sekil 4)
(3, 16). Direk ve indirek etkiler farkli enerji seviyelerindeki foton veya pargaciklarin kinetik
enerjilerini hiicredeki molekiillere aktarmasina dayanir. YUksek enerji seviyelerinde olusan

direkt etki, hiicreyi olusturan molekuler yapilar1 bozarak kimyasal veya biyolojik degisiklikler



meydana getirebilir. Diisiik enerji seviyelerindeki radyasyon tipleri de suyun hidrolizi sonucu
ROS olusturarak hicreyi indirek olarak etkiler. Radyasyona bagli direkt ve indirekt etkiler,
cesitli biyokimyasal ve molekiiler sinyal yolaklarim1 aktive eder veya kalici fizyolojik
degisiklikler meydana getirebilir hiicre dliimiine neden olabilir (3, 17). Indirek etki diisiik enerji
seviyelerindeki foton veya pargaciklarin kinetik enerjilerini hiicredeki molekiillere aktarmasina

dayanir (15).

Radyasyon

Sekil 4. Radyasyonun direk ve indirek etkileri (18)

2.5 Radyasyon ve Reaktif Oksijen Turleri

Hiicrede agiga ¢ikan ROS, radyasyonun indirek etkilerini olusturarak gesitli hiicresel
mekanizmalar aktiflestirir. Iyonlastiric1 radyasyon maruziyeti, 102 sn iginde hizlica suyu
hidrolize ederek ROS olusumuna neden olur. Agiga ¢ikan stperoksit (O2"), hidrojen peroksit
(H202) ve peroksinitrit anyonu (ONOO™) ve peroksinitroz asit (ONOOH) gibi reaktif azot
tarleri (Reactive Nitrogen Species, RNS); DNA’ya ve hiicredeki diger boliimlerine zarar verir
(19, 20). DNA, ROS kaynakli hasara kars1 savunmasizdir; tek ve gift zincirli kiriklari, tek
ntikleotid hasarlar, DNA-DNA ve DNA-protein ¢apraz baglantilarina neden olur (19). Iyonize
radyasyon, NADPH ve oksijeni stiperoksit (O2") ve hidrojen iyonuna doéniistiren NADPH
oksidaz ekspresyonunu indikler (20, 21). Hdcreler, oksidatif stres ile karsilastiginda
antioksidan savunma mekanizmalarin aktiflestirir. Oncelikle glutatyon, askorbat, melatonin
gibi endojen antioksidanlar olusan serbest radikalleri notralize ederler. Daha sonra da oksidatif
stres, detoksifiye edici enzimler (SOD, GPx, Glutatyon S-transferaz) ile giderilir (20). Oksidatif
stres, mitokondriyal bozulmaya yol agarak elektron tasima zincirinde bozulmaya ve oksidatif
fosforilasyona neden olur. Mitokondriyal membran boyunca lipid taginmasi etkilenerek lipid

oksidasyonu ve peroksidasyonu nedeniyle membran hasarina neden olur (19).
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2.6 Radyasyon ve Apoptozis

Apoptozis; sitoplazmanin kii¢lilmesi, plazma zarinin bozulmasi, kromatin yogunlagmasi
ve nilkleer parcalanma ile karakterize programlanmis bir hiicre 6liimiidiir (22). Apoptozis hiicre
dis1 uyaranlarla ve hiicre i¢inde de mitokondri iizerinden iki farkli yolla uyarilir. Her iki
mekanizmada da kaspaz (kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7) proteinleri aktifleserek proteolitik
siiregleri baglatir, ardindan DNA parcalanmas1 ve apoptozis gerceklesir (3). Iyonlastirici
radyasyon hicrede; direk, indirek etkilesim yoluyla ve ayrica oksidatif stres araciligi ile
apoptozise yol acar. Siganlara 800 cGy, X 1sin1 verildikten 11 guin sonra l6kositlerde apoptozise
yol agtig1 bildirilmistir (23). Sicanlarda yapilmis bir ¢alismada, 10 Gy gama 111 maruziyeti

sonrasinda kaspaz3 ekspresyonunun arttigini rapor edilmistir (24).

2.7 Kiucuk GTPaz Ailesi

Kicuk G proteinleri 20-40 kDa molekil agirliginda monomerik yapida GTP baglayici
proteinlerdir (25). Kuclik GTPaz’lar, guanozin trifosfat’in (GTP) guanozin difosfat’a (GDP)
hidrolizini katalize ederler. Hem GDP/GTP baglama, hem de GTPaz aktivitelerine sahip
olduklarindan, “kii¢ciik GTPaz” olarak da adlandirilirlar. En iyi bilinen Uyeleri olan Ras
GTPaz’lar hiicre biiyiimesi, hiicre farklilasmasi, hiicre goct ve lipid vezikillerinin hareketini
duzenlemede 6nemli rol oynarlar (26). Ras stper ailesi; yapilarina ve islevlerine gore ailelere
ve alt ailelere ayrilir. Bes ana aile; Ras, Rho, Ran, Rab ve Arf GTPaz’lardir (27). Cesitli hiicresel
sinyal ileti yolaklarinda rol alan kucuk G proteinlerini konu alan ¢alismalar halen devam
etmektedir. En ¢ok bilinen islevleri; Ras proteinlerinin gen ifadesinden sorumlu oldugu, Rho
ailesi tyelerinin (Rho, Rac, Cdc42) hem hiicre iskeletinin yeniden yapilanmasini hem de gen
ifadesini diizenledigidir. Rab ve Sarl/Arf ailesi iiyeleri hiicre ic¢i vezikil trafigini, Ran ailesi
uyeleri de, G1, S ve G2 fazlar1 sirasinda niikleositoplazmik transportu ve M fazindaki

mikrotubul organizasyonunu duzenlemektedir (25, 27, 28).

2.7.1 Rho GTPaz Ailesi

Rho (Ras homolog gen) ailesi tiyelerinin insan genomunda 20 gen tarafindan kodlandigi
bilinmektedir. Rho, Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate), Cdc42 (cell division cycle
42), RhoD, RhoE, TC10 bunlardan bazilaridir. Rho (RhoA, RhoB ve RhoC), Rac (Racl, Rac2
ve Rac3) ve Cdc42 daha detayl ¢alisilan iiyelerdir (25, 29). Rho ailesi proteinleri ilk olarak
mayalarda kesfedilmistir ve Racl ve Cdc42 molekullerinin aktin hicre iskeletinin yeniden

duzenlenerek tomurcuklanma islevinde yer aldigini gosterilmistir (30). Memeli hiicrelerinde
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Rho/Rac/Cdc42 proteinlerinin, hiicre dis1 sinyaller ile aktifleserek hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesinde birincil olarak rol aldig tespit edilmistir. Bunun yani sira; gen ifadesi, hiicre
polaritesi, morfogenez, hiicre gocu, apoptozis, vezikiil trafigi gibi gesitli hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde de rol alir. Rho GTPaz’lar genellikle hicre tipine 6zgl olarak ve/veya

uyarana bagli ekspresyon gosterirler (31).

Rho GTPaz’lar; GTP'ye baglh oldugunda aktif, GDP’ye bagl oldugunda da inaktif
olurlar (Sekil 5). GTPaz aktivitesi, guanin niikleotid degisim faktorii (Guanine nucleotide
Exchange Factor, GEF) adi verilen proteinler, GTPaz aktive edici proteinler (GTPase-
activating protein, GAP) ve guanin nukleotid ayrigtirma inhibitérii (Guanine nucleotide
Dissociation Inhibitor, GDI) ile kontrol edilir. GEF proteinleri, GDP’nin serbest birakilmasini
ve GTP'nin baglanmasini kolaylastirarak Rho GTPaz’lar1 aktif hale getirir. GAP proteinleri de,
bagli GTP molekiillerini hidrolize ederek GTP'ye bagl formdan GDP'ye bagli forma hizli bir
sekilde degismelerini saglar. GDI proteinleri ise, baz1 Rho proteinleri {izerindeki C-terminal

gruplara baglanarak inaktif durumda kalmalarini saglar (25, 28).

A A

Inaktif inaktif Aktif

A GDP
A cTP

GAP

Sekil 5. Rho GTPaz aktivitesinin kontroll (28)

2.7.2 RhoA

Memelilerde Rho proteinleri; RhoA, RhoB ve RhoC olarak; %88 oranin da benzer
aminoasitlerde olusan 3 izoformu bulunmaktadir. Ug izoformunu da Rho Kinase (ROCK) gibi
benzer efektor proteinleri baglanirlar (32). Trombosit agregasyonu, lenfosit ve fibroblast
adezyonu, hiicre motilitesi, kasilma ve sitokinez gibi aktin hiicre iskeletine bagimli birgok
hlcresel surecte rol alirlar (25). Rho-GTPaz’lardan Racl ve Cdc42 endoteliyal bariyer
fonksiyonun da rol alirken, RhoA kasilmaya bagli endoteliyal gegirgenligi indiikler. RhoA

molekdli, efektor proteinleri (ROCK1 ve ROCK?2) araciligr ile hiicre déngistniin ilerlemesi,
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hiicre gocu, endotelial gecirgenlik, F-aktin stres lifi olusumu ve aktomiyosin bazl

kontraksiyonda rol alir (32).

2.7.3 Racl

Memelilerde, ilk olarak Rac proteinlerinin islevi agikliga kavusturulmustur. GTP-
Racl'in, diger iki sitozolik proteine (p47phox, p67phox) ek olarak, fagositik hiicrelerde NADPH
oksidaz aktivasyonu i¢in gerekli oldugu gosterilmistir (25). Racl molekill aracilik ettigi hiicre
iskeletinin yeniden diizenlenmesi, hiicre adezyonu ve gég¢ii sinyal ileti mekanizmalari, erken
embriyonik donem icin ¢cok Onemlidir. Fareler iizerinde yapilan ¢alismada Racl geninin
susturulmasinin, gastrulasyon defektleri oldugu ve mezodermal hiicrelerdeki apoptozis sonucu
embriyonik donemde 6liim ile sonuglandig1 rapor edilmistir (33, 34). Insan kanserli dokularinda
Racl’in hiperaktivasyonu, asir1 ekspresyonu, diizensiz yikimi ve/veya hiicre i¢indeki
lokalizasyonun bozulmas1 yaygin olarak goriilmektedir. Rac1’i aktive eden GEF molekiillerinin
ekspresyonu veya aktivitesinin artmasi da metastatik fenotip ve ilag direnci ile
iliskilendirilmistir (34). Racl, pek ¢ok spesifik efektor molekiil ile etkilesir ve gesitli fizyolojik
sonuglar1 olan ¢ok sayida sinyal ileti yolaginin aktivasyonuna neden olur. Racl efektor
proteinleri arasinda ilk bulunanlar, PAK (p21 ile aktive edilen kinaz) ailesidir. PAK, Racl’e
GTP araciligiyla baglanarak PAK kinaz aktivitesini gli¢lii bir sekilde uyarir ve hiicre iskeleti

dinamikleri, adezyon ve gen transkripsiyonuna yol acar (35).

2.7.4 Cdc42

Cdc42 proteini yap1 ve islev olarak Rac proteinlerin benzerlik gosterirler. ilk olarak
mayalarda Rac/Cdc42 proteinlerinin hiicre iskeletinin yeniden yapilandirilmasindaki iglevi
gosterilmistir. Cdc42, mayada yeni c¢ikan tomurcuk bolgesinde tanimlanmistir (25).
Fibroblastlarda Rac proteinleri, lamellipodia ve membran kivrimlarinin olusumunu ve
sonrasinda stres lifi olusumunu diizenlerken, Cdc42 proteinlerinin 6ncelikle hiicre ¢evresinde
filopodia olusumunda Onemli bir rol oynadigi sonrasinda lamellipodia ve membran
kivrimlarinin olusumunu ve sonrasinda stres lifi olusumuna katildigr saptanmistir (36). Cdc42,
antijen sunucu hicrelerde, hem aktin hem de mikrotlbdllerin polimerizasyonunda rol
oynamaktadir (37). Bugune kadar, Cdc42 ve Rac proteinlerinin birka¢ efektori tanimlanmustur.
Bu proteinlerin bircogu hem Rac hem de Cdc42 proteinleri i¢in ortaktir. Bunlar arasinda en iyi

bilinenin PAK dr.
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3 Gereg ve YOntem

3.1 Arastirmamn Tipi

Aragtirmamiz tanimlayici ve deneysel niteliktedir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Arastirmamizin radyasyon uygulamasi disindaki deney hayvanlan ile ilgili siirecler
(barinma, kan alinmasi, sakrifikasyon ve dokularin ¢ikarilmasi) Mayis - Haziran 2018 tarihleri
arasinda Dokuz Eyliill Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim Dali'na ait
laboratuvarda yapildi. Siganlara diisiik doz radyasyon uygulamalar1 Dokuz Eyliil Universitesi
Radyoloji Anabilim Dali’nda, orta ve yiikksek doz radyasyon uygulamasi da Radyasyon
Onkolojisi Anabilim Dali’nda gergeklestirildi. Alinan kan 6rnekleri santrifiij edilerek serumlar
ayrild1 ve analize kadar Dokuz Eyliil Universitesi Arastirma Laboratuvari’nda (ARLAB)
saklandi. Cikarilan dokularin ve serumlarin biyokimyasal analizleri ARLAB’da, dokulara ait
histolojik ve immiinhistokimyasal degerlendirmeler ise Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi

Arastirmamiz insan tzerinde yapilmamustir.

3.4 Calisma Materyali ve Protokoller
Arastirmamiz; siganlar tizerinde 3 farkli dozda (diisiik, orta, yiliksek) radyasyon
uygulamasi sonrasinda biyokimyasal, histolojik ve immiinhistokimyasal deney protokollerini

icermektedir.

3.4.1 Calismada kullanilan deney hayvanlari
Calismamizda 7-8 haftalik, 250 £ 20 g, erkek Wistar albino siganlar kullanildi. Tim

hayvanlar; yem yeme ve su igme serbestliginde, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik siklusunda,

ortam sicakliginin 224+2°C oldugu laboratuvar kosullarinda barindirilda.

3.4.2 Radyasyon Uygulamasi
Sicanlara diisiik doz (0,02 Gy) radyasyon uygulamasi, Radyoloji Anabilim Dali'ndaki
dijital rontgen cihazinda (Tele Diagnost, PHILIPS, Amsterdam, Netherlands) yapildi. Yirmi
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mGy (0,02 Gy) doz i¢in gerekli 1sinlama parametreleri belirlemede iyon odasi (RTI, R100,
Molndal, Sweden) kullanildi. Siganlar radyasyonu kolayca gegirebilen ve doz azaltim degerleri
g6z Oniinde bulundurulan, 13x18x10cm boyutlarindaki plastik kabin igerisine yerlestirildi
(Sekil 6). Kolimasyon alan1 13x18 cm, cilt kaynak mesafesi (Skin Source Distance, SSD) 83

cm ayarlanarak, 133 kV, 300 mA ve 0.5 sn parametreleri ile 1sinlama yapildi.

Orta (0,1 Gy) ve yiksek (5 Gy) doz radyasyon uygulamalar1 da Radyasyon Onkolojisi
Anabilim Dali’ndaki lineer hizlandirici cihazi (Siemens Primus, Erlangen, Germany) ile
gergeklestirildi. Isinlama sirasinda her sigan 1ginlama kabina alinarak; kolimasyon alan1 13x18
cm, SSD 83 cm ayarlandi. Isinlama igin 6 megavolt (MV) enerjili, 300 MU/dk doz hizindaki X
1isilar1 100 mGy i¢in 10 Monitor Unit (MU), 5 Gy i¢in 500 MU olarak kullanildi.

Sekil 6. Sicanlarin 1s1nlanmasi

3.4.3 Orneklerin Toplanmasi
Radyasyon uygulamasindan sonra sicanlar Laboratuvar Hayvanlar1 Bilimi Anabilim
Dali'na getirilerek deney protokoliine uygun olarak 2, 24 saat ve 7 giin barindirildi. Belirlenen

strelere uygun olarak eter ile sakrifiye edildikten hemen sonra Vena Cava Caudalis’ten kan
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ornekleri alindi. Sag testis ve sag femur dokulari, histopatolojik ve immunhistokimyasal
boyamalar i¢in %10 formol igine alindi. Sol testis, karaciger ve dalak dokular1 hizlica sivi
nitrojen i¢ine alinarak -80°C’de biyokimyasal analizler i¢in saklandi. Testis dokusu bu ¢aligsma

kapsaminda, diger dokular daha sonraki ¢aligmalarda kullanilmak {izere saklandi.

3.4.4 Arastirmanin Deney Gruplart
Her gruba ait denek sayisi 6 olan ¢alismamizin deney gruplar1 (Tablo 2) asagidaki
gibidir:
Kontrol grubu: Siganlar higbir islem yapilmadan,
Diigiik doz radyasyon: Siganlar 0,02 Gy radyasyon uygulamasindan sonra,

Orta doz radyasyon: Siganlar 0,1 Gy radyasyon uygulamasindan sonra,

Yiksek doz radyasyon: Siganlar 5 Gy radyasyon uygulamasindan sonra sakrifiye edilerek kan

ve doku drnekleri alinmistir.

Tablo 2. Arastirmanin deney gruplari

DENEY GRUPLARI

2. saat 2. saat 2. saat
diisiik doz radyasyon | orta doz radyasyon | yuksek doz radyasyon

(n=6) (n=6) (n=6)
24. saat 24. saat 24. saat
kontrol grubu diisiik doz radyasyon | orta doz radyasyon | yuksek doz radyasyon
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
7.gun 7.gun 7.gun

diisiik doz radyasyon | orta doz radyasyon | yuksek doz radyasyon
(n=6) (n=6) (n=6)

3.4.5 Deneyden Cikarilma Kriterleri
Hayvanlarin baslangi¢ ve deney sirasindaki agirliklari kaydedilmistir. Glnde iki kez
suluklart ve yemleri kontrol edilerek ve kafes temizlikleri yapildi. Bu sire iginde vicut

agirliginin %15’indan fazlasini kaybeden, dehidratasyon ya da enfeksiyon tespit edilen fareler
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deneyden ¢ikarilmasi planlandi. Ancak deneyler sirasinda siganlarda, deney gruplarindan

cikarilmasi gereken bulgular olugmadi.

3.5 Arastirmanin Degiskenleri

o  Bagimsiz Degiskenler: Arastirmamizin bagimsiz degiskeni sicanlara uyguladigimiz
radyasyon dozudur. Ayni zamanda si¢anlara ait 6zellikler (7-8 haftalik, 250 + 20 g, erkek,
Wistar albino) de bagimsiz degiskenlerdir.

e  Bagumh Degiskenler: Arastirmamizin bagimli degiskenleri; radyasyon uygulamasi
sonrasinda olusan testis ve kemik iligi (Ki) dokularindaki histolojik hasar, Raclve RhoA
ekspresyonlari, apoptozis orani, ROS olusumunu degerlendirmek ic¢in yapilan biyokimyasal
analizler (stperoksit dismutaz (SOD), malondialdehit (MDA)), testis dokusundaki aktif Rac1,
aktif RhoA ve hucre ici ROS diizeyleridir.

3.6 Veri toplama araglari
Aragtirmamamizda kullandigimiz cihazlar Tablo 3, sarf malzemeler de Tablo 4'te

gosterilmistir.

Tablo 3. Arastirmamizda kullanilan laboratuvar ve donanim

Adi Marka Model Yeri
Radyolojik  Gorintileme N ) §

Philips Tele Diagnost Radyoloji AD
Cihaz1
Iyon odas1 (Dedektér) RTI R 100 Medikal Fizik A D
Lineer hizlandirict Siemens Primus Radyasyon Onkolojisi A D
Mikrotom Leica RM 2255 Histoloji ve Embriyoloji A D
Isik mikroskobu Olympus DP70

Histoloji ve Embriyoloji A D

Doku homojenizasyon

Qiagen Tissue Lyser Il

cithazi J Y ARLAB
Elisa plak okuyucu Biotek | Synergy HT,KC4 ARLAB
HPLC cihaz1 Shimadzu VP Series ARLAB
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Tablo 4. Arastirmamizda kullanilan sarf malzemeler

Adi Firma Lot Numarasi Ulke
. . STA-342 San Diego, USA

Intracellular ROS Assay Kit Invitrogen OxiSelect™

i i Milpitas, CA USA
Superoxide Dismutase  (SOD) | gjovision | K335-100 P
Activity Assay Kit
BCA Protein Assay Kit II Biovision K813-2500 | Milpitas, CA USA
Racl G-LISA Activation Assay Cytoskeleton BK128 Denver, CO

- ivati Denver, CO
E?tOA G-LISA Activation Assay Cytoskeleton BK124
Masson trikrom kit GBL 5022 Istanbul, Tiirkiye
Trypsin 125 ml Thermo TA-125-TR Pittsburgh, PA
Histostain plus kit Life tech 859043 Camarillo, CA USA
Rho A primer antikor Novus NB100-91273 Abingdon, UK
Rac 1, primer antikor Novus NB100-91266 Abingdon, UK

- ikor- Abingdon, UK
Caspase-3 Antikor Novus | NB100-56113 J
(active/cleaved)
DAB Substrate Roche 11718096001 | Indianapolis, USA
EDTA Buffer Thermo AP-9004-500 | Fremont, CA USA
Hematoksilen Biooptica 34-P129/25 Milano, Italy
Eozin Biooptica | 34-P132/100 Milano, Italy

3.6.1 Histolojik Incelemeler

Sakrifiye edilen si¢anlarin sag testis ve sol femur dokularini ¢ikartarak; %210’luk

formaldehit i¢ine alindu.

3.6.1.1 Testis dokusu igin rutin itk mikroskobik doku takibi protokolii

Sakrifikasyon sonrast histolojik inceleme i¢in alinan testis dokular1 %10°luk tamponlu

formaldehit ile tespit edildi. Rutin histolojik takip asamalarindan sonra dokular parafine
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gomiildii. Isik mikroskopik inceleme igin rotary mikrotom ile (Leica RM-2255, Koln,

Germany) 5um kalinliginda alinan kesitler hematoksilen-eozin (H&E) ve bag doku boyasi olan

Masson trikrom (MT) ile boyandi. Histolojik degisiklikler agisindan 1sik mikroskop ile

(Olympus BH2, Tokyo, Japan) degerlendirildi ve digital kamera ile (DP71, Olympus, Japan)

goriintiileri alind1.

3.6.1.2 Johnsen Testiktler Hasar Skorlamast

Johnsen Tubdiler Biopsi Skoru, spermataogenezin kantitatif sekilde degerlendirilmesi

i¢in kullanildi. Bu skor, testis hasarinin olusma asamalarinda tiibuldeki hiicre dagiliminin belli

bir sirayla ve progresif sekilde yok olmasi temeline dayanir. Calismamizda, her denege ait

kesitten ortalama 30 adet tiibiil ¢ap1 6lgiildii ve bulunan degerlerin ortalamasi alinarak tiibiiler

biyopsi skoru elde edildi. Degerlendirme kriterleri Tablo 5°te gosterildigi gibi belirlendi.

Tablo 5. Johnsen Skorlamasi

Skor 1 Tubaler kesitlerde germ hiicresi veya sertoli hiicresi yok

Skor 2 Germ hiicresi hi¢ yok, sertoli huicresi mevcut

Skor 3 Sadece spermatogonia mevcut

Skor 4 Sperm hiicresi ve spermatid yok, 5'den az spermatosit var

Skor 5 Sperm hicresi ve spermatid yok, spermatosit var

Skor 6 Sperm hiicresi yok, 10'dan az spermatid var( 5-10’dan az)

Skor 7 Sperm hiicresi yok, spermatid var

Skor 8 Sadece birkag spermatozoa hiicresi var (5-10° dan az)

Skor 9 Cok sayida spermatozoa var ancak spermatogenezis disorganize
Skor 10 Matur sperm huicresi ile birlikte tam bir spermatogenez
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3.6.1.3 Kemik doku ve kemik iliginin histolojik olarak incelenmesi

Femurdan elde edilen kemik doku drnekleri %10’luk tamponlu formaldehit ile tespit
edildi. Ardindan dekalsifiye olana kadar yaklasik 8 hafta siire ile haftada bir kez EDTA
sollisyonu degisimi yapildi ve dekalsifiye olduktan sonra rutin histolojik takip asamalarindan
sonra dokular parafine gomiildii. Isik mikroskopu ile inceleme igin 5um kalinliginda alinan

kesitler hematoksilen-eozin ile boyand: ve histolojik degisiklikler agisindan degerlendirildi.

3.6.1.4 Immiinhistokimyasal Incelemeler

Testis ve kemik iliginin parafin bloklarindan lizinli lamlara alinan kesitler,
deparafinizasyon ve rehidratasyon igslemlerinden sonra PBS (Phosphate Buffered Saline) ile
yikandi. Antigen retrieval islemi i¢in 15 dakika 0,1M sitrat tamponu (pH 6,0) (Cat No.AP-
9003-125 Labvision) igerisinde aktive kaspaz-3 i¢in mikrodalga firinda isitilarak; Racl ve Rho-
A icin de tripsin ile muamele edildi. Oda 1sisina geldikten sonra PBS ile yikanarak Racl
(NB100-91266), Rho-A (NB100-91273, Novus), Aktive Kaspaz-3(NB100-56112) primer
antikorlar1 kullanilarak 1 gece boyunca +4 °C’de inkube edildi. Ertesi giin PBS ile yikanan
kesitler sekonder antikor (Invitrogen, Histostain-Plus Kit Broad Spectrum, 85-9043) ile
muamele edildi ve 3'-diaminobenzidine (DAB, 1718096, Roche) kromojeni ile boyanip gorindr
hale getirildi. Mayer's hematoksilen ile boyamasi yapildi. Alkol ve ksilol banyolarindan
gecirildikten sonra entellan ile kapatilarak, 1s1k mikroskobunda (Olympus BH2) incelendi ve

gruplar karsilastirildi.

3.6.1.5 Immunohistokimyasal Skorlama (H-skoru)
Immunohistokimyasal boyama yogunlugu H-skoru ile degerlendirildi. Immun boyanma
yogunlugu, 0 (boyanma yok), 1 (zayif boyanma), 2 (orta yogunlukta boyanma) ve 3 (siddeti

boyanma) seklinde degerlendirildi. H-skoru asagidaki formiilii ile hesaplandi.

H-skoru=YPi (i+1)

Pi: %0 dan %100 e kadarki her boyama yogunlugunun yiizdesi, i: 0, 1, 2, 3 seklindeki boyama
yogunlugu olarak tanimlandi. Her preparatta bes farkli alan, mikroskobik olarak degerlendirildi

ve ortalamalar1 alindi (38).
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3.6.2 Biyokimyasal Analizler

Si¢anlardan alinan kan 6rnekleri, 1500 rpm'de 20 dk. santrifiij edilerek serumlart ayrildu.
Elde edilen serumlar -20°C’de saklanarak tiim 6rnekler ayni anda analiz edildi. ROS olusumunu
degerlendirmek amaciyla serumda SOD ve MDA analizleri yapildi. Testis dokusunda; MDA,
hicre ici ROS, aktif Racl ve RhoA miktarlarina yonelik analizler yapildi.

3.6.2.1 Doku Homojenatlarinin Hazirlanmasi

Dokular, analiz kosullarina gére uygun homojenizasyon tamponu ile 1:8 oraninda (w/v)
Tissue Lyser cihaz1 kullanilarak homojenize edildi. MDA ve hiicre i¢i ROS analizleri icin; 250
mM sukroz, 20 mM HEPES-NaOH, pH 7.5, 10 mM KCI, 1.5 mM MgCI2, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA ve proteaz kokteyl inhibitoru igeren tampon kullanildi. Racl ve RhoA aktivasyon
deneyleri i¢in 4°C’de fosfat tamponu (10 mM PBS, pH 7.4, 140 mM NaCl, 3 mM KCI)
kullanildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen siipernatantlar ependorflara alinarak -80°C’de

saklandi.

3.6.2.2 Racl ve RhoA aktivasyon deneyleri

Dokulardan hazirladigimiz homejenatlarda, Racl (Racl G-LISA Activation Assay,
Cytoskeleton, BK128) ve RhoA (RhoA G-LISA Activation Assay, Cytoskeleton, BK124)
aktivasyonlar1 kolorimetrik temelli G-LISA ydntemi ile ¢aligildi. Yontemin prensibi, GTP bagh
(aktif) Racl ve RhoA baglayici proteinler ile yakalandiktan sonra aktif olmayan G-proteinlerin
ortamdan uzaklastirilmasi temeline dayanir. Oncelikle dokulardan aldigimiz 6rneklerin iginde
0,4-2 mg/ml protein konsantrasyonu ayarlayabilmek icin lizis solisyonu ekleyerek 600 nm’de
absorbanslart okundu. Cikan sonuglara gore kullanacagimiz miktarlarii belirledigimiz
ornekler 96 kuyucuklu plakaya +4°C’de pipetlendi. Uzerlerine Racl ve RhoA igin baglayici
proteinler eklenerek +4°C’de, 300 rpm’de, 30 dk mikroplate karistiricida inkiibe edildi. Iki kez
yikama soliisyonu ile yikadiktan sonra antijen soliisyonu ekledikten 2 dk sonra 3 kez daha
yikama soliisyonu ile yikandi. Uzerine anti-RhoA veya anti-Racl primer antikoru ekleyerek;
oda sicakliginda, 300 rpm’de 45 dk mikroplate karistiricida inkiibe edildi. Ug kez yikama
isleminden sonra sekonder antikor ile aymi inkiibasyon ve yikama islemi gerceklestirildi.
Uzerine HRP soliisyonu ekleyerek drnekleri 1siktan koruyarak 37°C’de, Racl igin 20dk, RhoA
icin 15 dk inkibe ettikten sonra Uzerlerine durdurma sollisyonu eklendi ve absorbanslar 490
nm’de okundu. Ornekler icindeki aktif Racl ve RhoA oranlar belirlendi.
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3.6.2.3 Hucre ici ROS Duzeyinin Belirlenmesi

Hiicre i¢indeki hidroksil, peroksil veya diger reaktif oksijen tiirlerinin aktivitesini 6lgmek
amaciyla Intracellular ROS Assay Kit (STA-342, OxiSelect™) kullanildi. Hiicre zarindan
gecebilen 2',7'-Diklorodihidrofloresin diasetat (DCFH-DA) kullanilir. Yontemin prensibi;
DCFH-DA hicrelere girerek ve hicresel esterazlar ile floresan olmayan
2',7'-Diklorodihidroflioresin’e (DCFH) deasetile edilmesidir. DCFH, hiicre i¢i ROS ile hizlica
okside olarak yiksek oranda floresan 6zellik gosteren 2',7'-Diklorodihidrofloreseine (DCF)
déniisiir (Sekil 7).

DCFH-DA

e TIORNNT
membrani Jul ﬁ L 1

Hiicresel
i Esteraz
Oy — .
e — - S pod
CHy - s - O O HO OH
HO

I g ) =
DCFH-DA DCFH (I]-‘(ljrcg-mq}

Sekil 7. Hicre ici ROS yonteminin prensibi
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Sekil 8. Hiicre i¢i ROS standart egrisi

ROS’u belirlemek i¢in doksan alt1 kuyucuklu plaka lizerine dnceden konsantrasyonlarini
bildigimiz ve seri diliisyon ile hazirladigimiz standartlar ve testis dokusundan hazirladigimiz
homojenat ornekleri pipetlendi. Uzerine DCFH-DA c¢ozeltisi ekleyerek, 37°C'de 60 dakika

inkibe edilen drnekleri Gizerine hidrojen peroksit (H202) eklendi. Sonrasinda 480 nm eksitasyon
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/530 nm emisyon dalga boyunda floresan plak okuyucuda absorbanslar okunarak standart egri

hazirland1 (Sekil 8). Sonuglar nM/mg olarak ifade edildi.

3.6.2.4 Malondialdehit (MDA) duzeyinin belirlenmesi

Serum ve testis dokusunda MDA diizeyi tayini igin yliksek performansh sivi
kromotografisi (HPLC) yontemi kullanildi. Yontemin prensibi, lipid hidroperoksitleri asit
katalizi ile MDA’ya parcalanarak, iki molekil tiyobarbitirik asit (TBA) ve bir molekil
MDA nin olusturdugu kompleksin floresans dedektor ile tespit edilmesidir (Sekil 9).

Y OH CHO SN OH \()1\[/
J — N\):CH—CH-—CH e
CHO e T

Sekil 9. MDA analizinin prensibi

Ornekler ve standartlar deney tilpiine almarak sirasiyla; saf su, BHT, SDS, TBA
eklenerek 95°C’de 1 saat inkiibe edildi. Reaksiyon buz tizerinde durdurulduktan sonra iizerine
saf su ve butanol:piridin (15:1) eklenerek 1dakika vortekslendi. Organik faz ayrildiktan sonra
ist fazlar ependorfa alinarak 10000 rpm 10 dk santriflj edildi. 150-4.6 mm, C18 100-5
(Macherey-Nagel) 0zelliklere sahip kolonda mobil faz olarak 10 mM, %30 metanol igeren
fosfat tampon (pH 7) kullanilarak, ultraviyole detektoriin dalga boyu 532 nm’ye, floresan
detektdrin eksitasyon dalga boyu 515 nm’ye, emisyon dalga boyu ise 553 nm’ye ayarlandi.
Standart olarak 1,1,3,3-tetractoksipropan kullanilarak, doku MDA degerleri mmol/mg, serumda

ise umol/L olarak ifade edildi.

3.6.2.5 Superoksit dismutaz (SOD) aktivite dizeyinin belirlenmesi

Arastirmamizda kolorimetrik temelli Stiperoksit Dismutaz (SOD) aktivite kiti (Biovision,
K335-100) kullanildi. Kitin ¢aligma prensibi siiperoksit anyonunun SOD ile inhibisyonuna
dayanir. WST-1, siiperoksit anyonuyla indirgendiginde suda ¢oziiniir bir formazan boyasi
birakan bir molekiildiir. Siiperoksit anyonunu indirgenmesi, ksantin oksidaz (XO) aktivitesi ile

dogrusal olarak iligkilidir ve SOD ile inhibe edilir (Sekil 10).
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Sekil 10. SOD aktivasyonu yonteminin prensibi

Doksan alt1 kuyucuklu plaka iizerine 6nceden konsantrasyonlarini bildigimiz ve seri
diliisyon ile hazirladigimiz standartlar ve serum Srnekleri pipetlendi. Uzerine WST soliisyonu
eklendi, sonrasinda enzim c¢alisma sollisyonu eklenerek 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Olgtimler 450 nm'de mikroplate okuyucu (BioTek, Synergy HT, KC4) ile spektrofotometrik
olarak yapildi. Asagidaki formiil kullanilarak standart egri hazirlandi1 (Sekil 11) ve sonuclar

hesaplandi. Sonuglar U/mg protein olarak ifade edildi.

SOD aktivitesi (% inhibisyon orant) =
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y =3,3213x + 13,809
R2=0,9619
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Sekil 11. SOD aktivitesi standart egrisi

3.6.2.6 Protein Duzeylerinin Belirlenmesi

Testis dokusundaki protein analizi, bicinkonik asit (BCA) igeren bir kit (BCA Protein
Assay Kit Il, Biovision, K813-2500) ile yapildi. BCA ydnteminin ¢alisma prensibi; alkalik bir
ortamda protein ile bakir iyonunun (Cu*?) indirgenmesi ile mor renkli Cu**-BCA bilesigi
olusturmasidir (Sekil 12).

X 100 = U/mg
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Sekil 12. BCA yonteminin prensibi

Doksan alt1 kuyucuklu plaka iizerine 6nceden konsantrasyonlarini bildigimiz ve seri
diliisyon ile hazirladigimiz standartlar ve testis dokusundan hazirladigimiz homojenat 6rnekleri
pipetlendi. Uzerine BCA eklenerek 30 saniye karistirildiktan sonra 37°C 30 dakika ve oda
sicakliginda 2 saat inkiibe edildi. Absorbanslar 562 nm'de mikroplate okuyucu (BioTek,
Synergy HT, KC4) spektrofotometre ile 6l¢giildii. Asagidaki formiil kullanilarak standart egri

hazirlandi (Sekil 13) ve protein miktarlar1 hesaplandi.

Protein konsantrasyonu: C = DX = Diliisyon faktori X

= pg/ml
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Sekil 13. MDA analizi (1) ve hiicre i¢i ROS (2) i¢in BCA standart egrileri
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3.7 Arastirma Plami ve Takvimi

Aragtirmamizin hazirlik asamasindan tamamlanana kadar yapilan ¢alismalar, tarihleri ile

birlikte Sekil 14’te gdsterilmistir.

s N
Tez konusunun belirlenmesi
(Eylil 2016)
\ J
e ; ™\ ™\
Etik onay basvurusu BAP basvurusu
(Eylul 2016) (Subat 2017)
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L (Subat 2018) (Mart 2018) )
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Siganlarm 1s1nlanmasi ve 6rneklerin toplanmasi
(Haziran 2018)
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Sekil 14. Arastirma plani
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3.8 Verilerin degerlendirilmesi

Farkli gruplar arasindaki parametrik degerlerin karsilastirilmasi i¢in varyans analizi
(ANOVA) ve gruplar arasindaki farkin anlamlilik testi i¢in Bonferroni testi uygulandi. Gruplar
arasindaki farkliligin hangi gruptan kaynaklandigi ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi.
Calisma verilerini istatistiksel analizi, SPSS 15 (Statistical Package for the Social Sciences 15)
programi ile gerceklestirildi. Calismadaki tiim degerler, ortalama =+ standart hata olarak verildi.

Istatiksel olarak anlamlilik p<0.05 olarak gozetildi.

3.9 Arastirmanin simirhhiklar:

e Arastirma kapsaminda radyasyona hassas oldugu bilinen, testis ve kemik iligi dokular1
ile ¢alisildi. Baslangicta arastirma kapsamina aldigimiz, radyasyona hassasiyet dereceleri farkl
olan baska dokular, maliyet planlamasi agamasinda ¢ikarildi. Ancak sonra ¢aligmak {iizere
cikardigimiz karaciger ve dalak dokular1 saklandi.

e Arastirmada kullandigimiz deney hayvani sayisini ve maliyeti arttirmamak i¢in, Racl

ve RhoA molekiillerin inhibisyonu sonrasindaki durum degerlendirilemedi.

3.10 Etik Kurul Onay1

"Sican Modelinde Kiigiik GTPaz'larin Iyonlastirici Radyasyon Hasarlarindaki Rolii"
isimli aragtirmamiz igin 04.10.2016 tarihinde Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan 45/2016 protokol numarasi ile onay alindi (EK 1).
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4 Bulgular

4.1 Sicanlarin Agirhklan

Aragtirmamizda kullandiimiz sicanlarin  deneye baslangic, bitis agirlhiklarinin
ortalamalar1 ve sayilar1 Tablo 6'da gosterilmistir. Yedinci giin degerlendirmeye aldigimiz
gruplarda kilo kayiplar1 saptandi, ancak bu deger agirliklarinin %15' inden fazla olmadig i¢in

deneye devam edildi.

Tablo 6. Deney gruplarindaki siganlarin agirliklari ve sayilari

Gruplar Baslangic Agirh@i*(g) Bitis Agirhgi*(g) N
Kontrol 253,50+ 54 - 6
Diisiik doz (2 saat) 263,66 * 8,2 263,66 + 8,2 6
Diisiik doz (24 saat) 286,83+ 17,4 288,72 £ 14,2 6
Diisiik doz (7giin) 308,50 + 4,7 284,83+5,8 6
Orta doz (2 saat) 330,50 £ 7,7 330,50+ 7,5 6
Orta doz (24 saat) 303,20 + 16,2 304,00 + 15,9 6
Orta doz (7glin) 340,83+ 3,1 321,50+ 4,8 6
Y Uksek doz (2 saat) 331,34+ 6,5 331,34 +6,5 6
Yiiksek doz (24 saat) 290,50 +2,8 289,50+ 21,5 6
Yiuksek doz (7guin) 341,33+ 11,6 322,83+6,0 6

* Ortalama deger + standart hata

4.2 Histolojik ve Immiinhistokimyasal inceleme Sonugclar

4.2.1 Testis Dokusu
4.2.1.1 Testis doku hasart

Arastirmamizda kullandigimiz siganlarin testis dokusu hasarina ait Johnsen skoru ve
tiibiil ¢ap1 Olg¢iimleri Tablo 7°de, testis dokusuna ait H&E ve MT boyama mikroskobik
goriintiiler Sekil 15 ve Sekil 16°da, istatistiksel analiz sonuglarina ait grafikler de Sekil 17 ve
Sekil 18’de gosterilmistir. H&E ile boyanan preparatlar (incelendiginde kontrol grubunda;
testis dokusunun seminifer tibil bazal membraninin saglam yapida oldugu, seminifer tiibiil
epitelinde tiim spermatogenik seri hiicrelerinin bulundugu ve interstisyel alanin normal yapida
oldugu gozlendi. interstisyel alanda eozinofilik sitoplazmali ve eksantrik niikleuslar: ile leyding

hlcreleri belirlendi ve damar yapilarinin normal oldugu gozlendi. Dokular 151k mikroskobunda
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incelendiginde; seminer tiibiil epitelinde diizensizlesme, epitel hiicrelerinde dokiilme, atrofik
tiibil sayisinda artis gozlendi (Sekil 15). Testis dokusu interstisyel alanin1 degerlendirmek igin
yapilan MT boyamada gruplar arasinda anlaml farklilik gézlenmemistir (Sekil 16). Radyasyon
uygulanan gruplarda testis dokusundaki hasarin, zamana ve doza bagl arttig1 gézlendi (Sekil
17). Diistik, orta ve yiiksek doz gruplarinda 24. saat ve 7. gindeki Johnsen skoru; kontrol, 2.
saat gruplarina gore anlamli olarak azalmistir (p<0.005). Ayrica yiiksek doz gruplarinda; 2. saat
grubundaki Johnsen skoru kontrole gore, 7. guin grubundaki skor 2. ve 24. saat gruplarina gére
azalmistir (p<0.005) (Sekil 17A). ikinci saat gruplarinda; yiiksek doz grubu, kontrol ve diisiik
doz gruplarina gore azalmistir (p<<0.005). Johnsen skoru, 24. saat ve 7. giin gruplarinda; diisiik,
orta ve yliksek doz gruplari kontrol grubuna goére azalmistir. (p<0.005) (Sekil 17B).

Her (¢ doz (diisiik, orta ve yiiksek) grubundaki 7.giin seminifer tiibiil ¢ap1; kontrol
grubuna gore azalmistir (p<0.005). Bunun yani sira orta doz grubundaki 7. giin seminifer tiibiil
capt 24. saat (p<0.005); diisiik doz gruplarindaki seminifer tiibiil cap1 da 2. ve 24. saat
Olciimlerine gore anlamli olarak azalmistir (p<<0.005) (Sekil 18A). Seminifer tiibiil capinin, 2.
ve 24. saat gruplarindaki her ii¢ doza ait (diisiik, orta ve yiiksek doz) seminifer tiibiil 6l¢iimleri
kontrole gore azalma gostermistir, ancak anlamlilik bulunmamistir. Yedinci glindeki diisiik,
orta ve yiiksek doz gruplarindaki seminifer tiibiil ¢api; kontrol grubuna gore azalmistir
(p<0.005) (Sekil 18B). Deney sonuglarimiz testis hasarinin yiiksek dozlarda ve zamana baglh
arttigin1 géstermektedir.

Tablo 7. Deney gruplarindaki si¢anlarin testis dokusuna ait Johnsen Skoru ve Tiibiil Cap1
Ol¢limii sonuglari

Gruplar Johnson Skoru Tiibiil Cap1 (um) N
Kontrol 9,33+£0,2 256,20 £ 9,1 6
Diisiik doz (2 saat) 9,17 £0,17 251,33+ 6,1 6
Diisiik doz (24 saat) 8,17 £0,17 250,20+ 7,9 6
Diisiik doz (7giin) 7,50 £ 0,22 21854 +5,1 6
Orta doz (2 saat) 8,67+0,21 242,63 +5,1 6
Orta doz (24 saat) 8,00 £ 0,26 248,04 + 4,3 6
Ortadoz (7gun) 6,67 £ 0,33 21984 +7.0 6
Y Uksek doz (2 saat) 8,33+0,21 248,48 + 6,5 6
Yuksek doz (24 saat) 7,67+0,21 232,42+ 6,8 6
Y Uksek doz (7gin) 6,83+ 0,31 226,54 + 8,1 6

* Ortalama deger + standart hata
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H&E

Sekil 15. Deney gruplarinin testis dokusuna ait kesitlerinin mikroskobik goruntleri
(Hematoksilen&Eozin; x20 gorintiler). Cift yonlii oklar seminifer tiibiil ¢aplarini
goOstermektedir.

Sekil 16. Deney gruplarinin testis dokusuna ait Kesitlerinin mikroskobik goruntleri
(Masson trikrom; x20 goriintiiler) Gruplar arasinda anlamli farklilik gozlenmedi.
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Sekil 17. Deney gruplarinin testis dokusuna ait Johnsen skoru sonuglarinin doz (A) ve zaman
(B) grafikleri sonuglari. A: *: 24.saat ve 7.gun gruplarindaki Johnsen skoru, kontrol, 2.saat
gruplarina gore azalmistir (p<<0.005), #: Yiiksek dozda 2.saat grubundaki Johnsen skoru,
kontrol grubuna gore azalmstir (p<0.005), ##: Yiksek dozda 7.giin grubundaki Johnsen
skoru; 2. ve 24.saat gruplarina gore azalmstir (p<<0.005). B: *: 2. saatte yiiksek doz grubu;
kontrol ve diisiik doz gruplarina gore azalmistir (p<0.005), **: 24. saat ve 7. giinde diisiik,
orta ve yiliksek doz gruplari; kontrol grubuna gore azalmigtir (p<0.005).

td
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Sekil 18. Deney gruplarinin testis dokusuna ait Tiibiil cap1 6l¢iimlerinin doz (A) ve zaman (B)
grafikleri sonuglart. A: *: 7.giin gruplarindaki tiibiil ¢api, kontrol grubuna gore azalmistir
(p<0.005), #: Diisiik doz 7.glin grubundaki tiibiil ¢capi, 2 ve 24. saat gruplarina gore azalmistir
(p<0.005), ##: Orta dozda 7.glin grubundaki tiibiil capi, 24. saat grubuna gore azalmistir
(p<0.005). B: *: 7. giinde diisiik, orta ve yiliksek doz gruplari; kontrol grubuna goére azalmigtir
(p<0.005).
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4.2.1.2 Apoptozis

Arastirmamizda kullandigimiz siganlarin testis dokusundaki aktif kaspaz-3 H-skoru
sonuglarina ait degerler Tablo 8’de, IHK mikroskobik goriintiileri Sekil 19°da, istatistiksel
analiz sonuglar1 da Sekil 20°de gosterilmistir. Deney gruplarindaki apoptozisin; doza ve zamana
bagli olarak arttigini saptadik. Her ii¢ dozdaki (diisiik, orta ve yliksek) 24.saat gruplarindaki
aktif kaspaz-3 ekspresyonu, kontrol ve 2. saat gruplarina goére; 7. giin gruplarindaki aktif
kaspaz-3 kontrol, 2. ve 24. saat gruplarina gore artmistir (p<0.005). Ayrica orta ve yiiksek
dozlarda 2. saat gruplarindaki aktif kaspaz-3 de kontrol grubuna gore artmistir (p<<0.005) (Sekil
20A). Her ili¢ zamana (2. ve 24. saat, 7. giin) ait degerlendirmede; orta ve yiiksek doz
gruplarindaki aktif kaspaz-3, kontrol ve diisiik doz gruplarina gore artmistir (p<0.005). Yirmi
dordiincii saat ve 7. glinde diisiik doz gruplarindaki aktif kaspaz-3 kontrol grubuna gore; 2. saat
yiiksek doz gruplarindaki aktif kaspaz-3 de orta doz grubuna gore artmistir (p<0.005). Yedinci
gun orta doz gruplarindaki aktif kaspaz-3; yiiksek doz grubuna gore artmistir. (p<0.005) (Sekil
20B).

Tablo 8. Deney gruplarindaki siganlarin testis dokusuna ait aktif kaspaz-3 THK analiz

sonuglari
Gruplar Aktif Kaspaz-3 N
Kontrol 149,83+ 4,8 6
Diisiik doz (2 saat) 150,50 + 4,3 6
Diisiik doz (24 saat) 233,67+5,6 6
Diisiik doz (7giin) 316,50 + 4,3 6
Orta doz (2 saat) 183,33+ 4,2 6
Orta doz (24 saat) 250,83 + 3,1 6
Orta doz (7gun) 366,50 + 4,3 6
Yiuksek doz (2 saat) 233,33+ 3,3 6
Yiksek doz (24 saat) 251,83+ 8,7 6
Yuksek doz (7gun) 350,67 + 4,9 6

* Ortalama deger + standart hata
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Sekil 19. Deney gruplarinin testis dokusuna ait kesitlerinin aktif kaspaz-3 IHK
mikroskobik gorintuleri (x100) Kirmizi oklar apoptotik hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 20. Deney gruplarina ait testis dokusuna ait aktif kaspaz-3 IHK analiz sonuglarinin doz
(A) ve zaman (B) grafikleri. A: *: 24.saat gruplari, kontrol ve 2. saat gruplarina gore artmigtir
(p<0.005), **: 7.glin gruplar1, kontrol, 2 ve 24. saat gruplarina gore artmistir (p<0.005), #:
Orta ve yiiksek dozda 2.saat grubu, kontrol grubuna goére artmistir (p<0.005). B: *: Orta ve
yiiksek doz gruplari; kontrol ve diisiik doz gruplarina gore artmistir (p<<0.005), #: 2. saatte
yiiksek doz grubu; orta doz grubuna gore artmistir (p<0.005), **: 24. saat ve 7. giinde diigiik
doz grubu; kontrol grubuna gore artmistir (p<<0.005) ,##: 7. giinde orta doz grubu; yiiksek
doz gruplarina gore artmstir (p<0.005).

4.2.1.3 Racl Ekspresyonu ve Aktivasyonu

Arastirmamizda kullandigimiz si¢anlarin testis dokusundaki Racl ekspresyonu ve Racl

aktivasyonuna ait sonuglar Tablo 9°da, IHK mikroskobik goriintiileri Sekil 21’de istatistiksel

analiz sonuglarina ait grafikler de Sekil 22 ve Sekil 23’te gosterilmistir.
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Racl ekspresyonu; orta ve yiiksek dozda 24. saat gruplar1 hari¢ doza ve zamana bagiml
olarak azalma egilimindedir. Her ii¢ dozda (diisiik, orta ve yiiksek); tiim gruplardaki Racl
ekspresyonu, kontrol grubuna gore ve 7. giin gruplarindaki Racl ekspresyonu da, 2. ve 24. saat
gruplarina gére azalmistir (p<0.005) (Sekil 22A). Ayrica orta ve ylksek dozlarda 2. saat
grubundaki Racl ekspresyonu 24. saat gruplarina gore, diisiik doz 24. saat grubundaki Racl
ekspresyonu da 2. saat grubuna gore azalmustir (p<0.005) (Sekil 22A). Ikinci saat ve 7. giinde;
orta doz gruplarindaki Racl ekspresyonu diisiik doz gruplarina gore, yiiksek doz gruplarindaki
Racl ekspresyonu da diisiik ve orta doz gruplarina gore azalmistir (p<0.005) (Sekil 22B). Yirmi
dorduncu saatte de, diisiik ve yiiksek doz gruplarindaki Racl ekspresyonu orta doz gruplarina
gore azalmistir (p<0.005).

Diisiik doz (2. ve 24. saat, 7. giin) gruplarindaki Racl-GTP, kontrol grubuna gore
artmistir. Orta doz gruplarinda 7. giin grubu, yiiksek doz gruplarinda da 2. saat ve 7. giin
gruplarindaki Rac1-GTP kontrole gore artmis ancak anlamlilik gézlenmemistir. Sadece yliksek
doz 7. giin grubundaki Racl-GTP, 24. saat degerine gore artmistir (p<0.005) (Sekil 23A).
Yedinci giin (diisiik, orta ve yliksek doz) gruplarindaki Racl-GTP, doza bagh bir artig

gOstermistir ancak anlamlilik bulunmamaktadir (Sekil 23B).

Tablo 9. Deney gruplarindaki siganlarin testis dokusuna ait Racl ekspresyonu ve
Racl-GTP analiz sonuglari

Gruplar Racl H-Skor Racl-GTP* N
Kontrol 190,00 £5,8 0,570 £ 0,02 6
Diisiik doz (2 saat) 183,83+ 6,0 0,584 + 0,02 6
Diisiik doz (24 saat) 164,83+ 4,8 0,601 + 0,02 6
Diisiik doz (7giin) 132,50 + 6,2 0,587 £ 0,01 6
Orta doz (2 saat) 151,00 +£5,8 0,552 + 0,03 6
Orta doz (24 saat) 182,33+ 7,1 0,546 + 0,02 6
Ortadoz (7gun) 116,50 + 4,3 0,587 £ 0,05 6
Y Uksek doz (2 saat) 133,67 +£4,9 0,598 + 0,03 6
Y Uksek doz (24 saat) 164,83+ 4,8 0,562 + 0,03 6
Y uksek doz (7giin) 100,83 + 4,8 0,682 + 0,03 6

* Ortalama deger =+ standart hata
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Sekil 21. Deney gruplarinin testis dokusuna ait kesitlerinin Racl THK mikroskobik
goriintiileri (x100) Kirmiz1 oklar Rac1(+) hiicreleri gostermektedir.

Racl H-Skoru Racl H-Skoru

Disiik doz Orta doz Yiiksek doz 2 saat 24 saat 7 giin

mkontrol = 2saat = 24saat ®mTgiin ®kontrol © Diisiik doz wOrtadoz ®mYiiksek doz
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Sekil 22. Deney gruplarma ait testis dokusuna ait Racl ekspresyonu IHK analiz
sonuglarinin doz (A) ve zaman (B) grafikleri. A: *: TUm gruplar, kontrol grubuna gore
azalmigtir (p<0.005), &: Diisiik doz 24.saat grubu, 2. saat grubuna gore azalmistir
(p<0.005), #: 7. giin gruplari, 2. ve 24. saat gruplarina gore azalmstir (p<0.005), # #: Orta
ve yliksek dozlarda 2.saat grubu, 24. saat gruplaria gore azalmistir (p<0.005). B: *: Tiim
gruplar, kontrol grubuna gore azalmistir (p<0.005), &: 2. saat ve 7. giinde orta doz gruplari,
diisiik doz gruplarina gore azalmistir (p<<0.005), #: 2. saat ve 7. giinde yiiksek doz gruplari;
diisiik ve orta doz gruplarina gore azalmistir (p<<0.005), ##: 24. saatte diisiik ve yiiksek doz
gruplari, orta doz gruplarina gore azalmstir (p<0.005).
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Sekil 23. Deney gruplarina ait testis dokusu Racl aktivasyon analizi sonuglarinin doz (A) ve
zaman (B) grafikleri. A: *: Yiiksek dozda 7.giin grubu, 24.saat grubuna gore artmistir
(p<0.005). B: Gruplar arasinda anlamli farklilik yoktur.

4.2.1.4 RhoA Ekspresyonu ve Aktivasyonu

Arastirmamizda kullandigimiz siganlarin testis dokusundaki RhoA ekspresyonu ve RhoA
aktivasyonuna ait sonuglar Tablo 10°da, IHK mikroskobik goriintiileri Sekil 24’te, istatistiksel
analiz sonugclarina ait grafikler de Sekil 25 ve Sekil 26’da gosterilmistir.

Tim gruplardaki RhoA ekspresyonu, kontrol grubuna gore artmistir (p<0.005). Her ii¢
dozda (diisiik, orta ve yiiksek); 24. saat gruplarindaki RhoA ekspresyonu 2. saat gruplarina gore,
7. gun gruplarindaki RhoA ekspresyonu da 2 ve 24. saat gruplarina gore artmistir (p<0.005)
(Sekil 25A). ikinci saat ve 7. giinde orta ve yiiksek doz gruplarindaki RhoA ekspresyonu diisiik
doz grubuna gore ve 2. saatte yiiksek doz gruplarindaki RhoA ekspresyonu orta doz grubuna
gore artmistir (p<0.005). Yirmi dordiincii saatte diisiik ve yiiksek doz gruplarindaki RhoA
ekspresyonu da orta doz grubuna goére artmistir (p<0.005) (Sekil 25B).

RhoA-GTP, tiim deney gruplarinda benzer pattern géstermis ve kontrol grubuna gore
artmistir. Diistik ve orta dozlarda 7.glin gruplarindaki RhoA-GTP; kontrol, 2 ve 24.saat
gruplarina gore artmistir (p<0.005) (Sekil 26A). Yiiksek doz gruplarinda, gruplar arasinda
anlaml farklihk saptanmamustir. ikinci, 24. saat ve 7. giin gruplarindaki RhoA-GTP benzer
sekilde; diisiik ve orta dozlarda doza bagli artmis, yliksek dozlarda azalmistir. Yedinci giin
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diisiik ve orta doz gruplarindaki RhoA-GTP; kontrol grubuna gore anlamli olarak artmistir
(p<0.005) (Sekil 26B).

Tablo 10. Deney gruplarindaki siganlarin testis dokusuna ait RhoA ekspresyonu ve RhoA-GTP

sonuglari

Gruplar RhoA H-Skor* RhoA-GTP* N
Kontrol 112,33+ 6,7 0,304 + 0,05 6
Diisiik doz (2 saat) 133,00 £ 3,7 0,337 £ 0,06 6
Diisiik doz (24 saat) 217,50 + 4,3 0,355 + 0,03 6
Diisiik doz (7giin) 266,50 + 4,3 0,754 + 0,11 6
Orta doz (2 saat) 164,83 £ 4,8 0,459 £ 0,03 6
Orta doz (24 saat) 183,33+ 4,2 0,466 £ 0,03 6
Ortadoz (7gun) 317,50+ 4,3 0,868 + 0,09 6
Yuksek doz (2 saat) 200,50 £ 4,3 0,396 £ 0,03 6
Yiksek doz (24 saat) 217,17+ 3,1 0,408 + 0,07 6
Yuksek doz (7giin) 316,33+4,9 0,564 + 0,09 6

* Ortalama deger + standart hata
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Sekil 24. Deney gruplarinin testis dokusuna ait kesitlerinin RhoA IHK mikroskobik
gortintiileri (x100) Kirmiz1 oklar RhoA(+) hiicreleri gostermektedir.
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Sekil 25. Deney gruplarina ait testis dokusuna ait RhoA ekspresyonu IHK analiz sonuglarinin
doz (A) ve zaman (B) grafikleri. A: *: Tiim gruplar, kontrol grubuna gore artmistir (p<0.005),
#: 24. saat gruplar, 2. saat gruplarina gore artmustir (p<<0.005), ##: 7. giin gruplar, 2 ve 24. saat
gruplaria gore artmistir (p<0.005). B: *: Ttim gruplar, kontrol grubuna gore artmistir(p<0.005),
&: 2. ve 24. saatte orta ve yiksek doz gruplari, diisiik doz grubuna goére artmstir (p<0.005), #:
2. saatte yiiksek doz grubu, orta doz grubuna gore artmustir (p<<0.005), ##: 24. saatte diisiik ve
yiiksek doz gruplari, orta doz grubuna gore artmistir (p<<0.005).
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Sekil 26. Deney gruplarina ait testis dokusu RhoA aktivasyon analizi sonuglarinin doz (A) ve
zaman (B) grafikleri. A: *: Diisiik ve orta dozda 7.giin gruplari, kontrol, 2 ve 24.saat gruplarina
gore artmustir (p>0.005). B: *: 7. giinde diisiik ve orta doz gruplart; kontrol grubuna gore
artmistir (p<0.005).

4.2.2 Kemik Iligi Dokusu
Kemik iligi dokular1 incelendiginde H&E boyamasinda gruplar arasinda herhangi bir

fark gozlenmedi. Dokuda kan damarlari, kan damarlarinin 6zellesmis birimleri olan sinuzoid
yapilari, gelisimin farkli asamalarindaki kan hiicreleri ve onlar1 destekleyen adventisyal
hiicreler ile megakaryosit hiicreleri gézlendi ( Sekil 27). Kemik iliginin aktif kaspaz-3, RhoA

ve Racl IHK boyamalarinda da gruplar arasinda anlamli fark gdzlenmedi (Sekil 27).
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Sekil 27. Deney gruplarinin kemik iligi dokusuna ait kesitlerinin H&E ve Aktif Kaspaz3,
Racl ve RhoA IHK mikroskobik gorintileri (x20) Ok: Megakaryosit hiicresi,
Yildiz: Yag hiicresi, *:Sinuzoid

4.3 Biyokimyasal Analiz Sonuclari

4.3.1 Radyasyonun testis dokusunda Hiicre Ici ROS

Arastirmamizda kullandigimiz siganlarin hiicre i¢i ROS diizeyleri Tablo 11°de,
istatistiksel analiz sonuglarina ait grafikler de Sekil 28’de gosterilmistir. Her doz grubundaki
hiicre i¢i ROS diizeyleri, kontrol grubuna gore anlamli artig géstermistir (p<0.005) (Sekil 28A).
Diisiik ve orta dozlarda 7.giin gruplarindaki hiicre i¢i ROS, 2 ve 24. saat gruplarina gére anlamli
olarak artmigtir (p<0.005). Yiiksek dozda 2. saat grubundaki hiicre ici ROS, 24. saat ve 7.gin
gruplarma gore anlamlidir (p<0.005). ikinci ve 24. saat ile 7. giinde orta ve yiiksek doz
gruplarindaki hiicre i¢i ROS; kontrol grubuna gore artmistir (p<0.005). Ayrica 2. saatte yiiksek
doz grubundaki hiicre ici ROS, diisiik ve orta doz gruplarina gore de artmustir (p<0.005).
Yedinci giinde; diisiik doz grubundaki hiicre i¢i ROS kontrol grubuna gore, orta ve yiiksek doz
gruplarindaki hiicre i¢i ROS da diisiik doz grubuna gore artmistir (p<0.005) (Sekil 28B).
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Tablo 11. Deney gruplarindaki sicanlarin Hiicre i¢i ROS analiz sonuglari

Hucre ici ROS*

Gruplar (Testis, nM/mg ) N
Kontrol 1,388 £ 0,21 6
Diisiik doz (2 saat) 7,999 + 0,68 6
Diisiik doz (24 saat) 5,898 + 0,84 6
Diisiik doz (7giin) 27,343 +0,91 6
Orta doz (2 saat) 20,487 £1,35 6
Orta doz (24 saat) 14,681 + 2,09 6
Orta doz (7gun) 45,306 * 3,23 6
Yuksek doz (2 saat) 83,716 + 6,29 6
YUksek doz (24 saat) 26,842 + 5,45 6
Yiksek doz (7gun) 45,211 + 3,42 6

* Ortalama deger + standart hata

Hiicre ici ROS Hiicre ici ROS
(nM/mg protein) o ,  (nM/mg protein)
T 100 - T
| 2 i
f * 60 1 3‘3 T
. g T * 40 4 = 7 %
[ ;_' i 20 | ii I
. . 0 — .
Driisiik doz Orta doz Yiiksek doz 2 saat 24 saat 7 giin
wkontrol = 2saat w24saat m7giin u kontrol Diisiik doz  w Ortadoz = Yiiksek doz
(A) (B)

Sekil 28. Deney gruplarina ait hiicre i¢i ROS analizi sonug¢lariin doz (A) ve zaman (B)
grafikleri. A: *: Tiim gruplar kontrol grubuna gore artmistir (p<0.005), #: Diisiik ve orta dozda
7.glin gruplari, 2 ve 24.saat gruplarina gore artmistir (p<0.005), ##: Yiiksek dozda 2.saat
grubu; 24 saat ve 7.giin gruplarina gore artmustir (p<0.005). B: *: Orta ve yiiksek doz gruplart;
kontrol grubuna goére artmustir (p<0.005), #: 2. saatte yiliksek doz grubu, diisiik ve orta doz
gruplara gore artmistir (p<0.005), **: 7. giinde diisiik doz grubu, kontrol grubuna gore
artmustir (p<0.005), ##: 7. giinde orta ve yiiksek doz gruplari; diisiik doz grubuna gore artmistir
(p<0.005).
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4.3.2 Radyasyonun serum ve testis dokusunda MDA dizeyine etkisi

Aragtirmamizda kullandigimiz sicanlarin serum ve testis dokusu MDA diizeyleri Tablo
12’de, istatistiksel analiz sonuglarina ait grafikler de Sekil 29 ve Sekil 30°da gosterilmistir. Tim
deney gruplarindaki serum MDA diizeyleri kontrol grubuna gore artmistir, ancak anlamlilik
diisiik doz 2. saat ve yiiksek doz 7. giin gruplarindadir (p<0.005). Ayrica; diisiik dozda 2. saat
grubundaki serum MDA 7. giin grubuna gore, yiksek dozda 7. guin grubundaki serum MDA da
24. saat grubuna gore artmistir (p<0.005) (Sekil 29A). Yirmi dordiincii saatte gruplarinda diisiik
doz grubundaki serum MDA, kontrole gore; 7. giin gruplarinda ise yliksek doz grubundaki
serum MDA kontrol, diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarina gore artmistir (p<0.005) (Sekil 29B).

Testis dokusundaki MDA, her ii¢ doz grubunda da farkli pattern gostermistir. Diisiik
doz gruplarinda 24. saat grubundaki MDA, kontrol ve 7.giin gruplarina gore; yliksek doz
gruplarinda 7. giin grubundaki MDA, kontrol ve 24.saat gruplarina gére artmistir (p<<0.005)
(Sekil 30A). Ikinci ve 24. saat gruplarindaki (diisiik, orta ve yiiksek doz) MDA diizeyleri
arasinda anlamh farklilik gézlenmemistir. Yedinci giinde yiiksek doz grubundaki MDA;
kontrol, diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarina gore artmistir (p<<0.005) (Sekil 30B). Serum ve
testis dokusundaki MDA yiiksek dozlarda ve 7. gunde gortilmesi, radyasyonun kronik etkileri

arasinda lipid peroksidasyonu oldugunu diisiindiirebilir.

Tablo 12. Deney gruplarindaki siganlarin MDA analizi sonuglari

Gruplar .MDA* MDA* N
(Testis, mmol/mg) (Serum, pmol/L)
Kontrol 0,138 + 0,01 1,859 + 0,13 6
Diisiik doz (2 saat) 0,165 + 0,02 2,630+ 0,14 6
Diisiik doz (24 saat) 0,207 + 0,02 2,271 0,08 6
Diisiik doz (7giin) 0,108 + 0,01 1,914 + 0,06 6
Orta doz (2 saat) 0,166 + 0,01 2,779+ 0,43 6
Orta doz (24 saat) 0,170 £ 0,03 2,114 + 0,04 6
Orta doz (7gun) 0,182 + 0,03 2,448 + 0,16 6
Yiksek doz (2 saat) 0,205+ 0,04 2,617 £ 0,49 6
Y Uksek doz (24 saat) 0,121 £ 0,02 2,150+ 0,11 6
Yiksek doz (7gtin) 0,297 £ 0,03 3,681 +0,48 6

* Ortalama deger + standart hata
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Sekil 29. Deney gruplarna ait serum MDA analizi sonuglarmin doz (A) ve zaman (B)
grafikleri. A: *: Dusiik dozda 2.saat grubu, kontrol ve 7.giin gruplarina goére artmistir
(p<0.005), **: Yiiksek dozda 7.giin grubu, kontrol ve 24.saat gruplarina gore artmustir
(p<0.005). B: *: 24, saatte diisiik doz grubu; kontrol grubuna gore artmigtir (p<0.005), **: 7.
giinde yiiksek doz grubu; kontrol, diisiikk, orta ve yiiksek doz gruplarma gore artmigtir
(p<0.005).

4 Testis MDA (mmol/mg) 04 - Testis MDA (mmol/mg)
0,35
0,3 4
0,25
0,2
0,15 4 I

0,1 - I

0,05

*

Diigiik doz Orta doz Yiiksek doz 2 saat 24 saat 7 giin
®kontrol = 2saat ®24saat ®7giin u kontrol Diisiik doz ®mOvta doz mYiikseK doz

Sekil 30. Deney gruplarina ait testis dokusu MDA analizi sonuglarinin doz (A) ve zaman (B)
grafikleri. A: *: Digiik dozda 24.saat grubu, kontrol ve 7.giin gruplarina gore artmustir
(p<0.005), **: Yiiksek dozda 7.giin grubu, kontrol ve 24.saat gruplarina gére artmistir
(p<0.005). B: *: 7. giinde yiiksek doz grubu; kontrol, diisiik, orta ve yiiksek doz gruplarina
gore artmistir (p<0.005).

4.3.3 Radyasyonun serum ve testis dokusunda SOD duzeyine etkisi

Arastirmamizda kullandigimiz sicanlarin serum ve testis dokusu SOD diizeyleri Tablo
13°te, istatistiksel analiz sonuglarina ait grafikler de Sekil 31 ve Sekil 32’de gosterilmistir.
Serum SOD degerleri her doz grubunda benzer 6zellik gostermistir. Her ii¢ grupta da (diisiik,
orta ve yliksek doz) 7. giin gruplarindaki serum SOD; kontrol, 2 ve 24.saat gruplarina gore
anlamli azalma saptanmstir (p<0.005) (Sekil 31A). Ikinci ve 24. saat gruplarindaki serum SOD
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diizeyleri arasinda anlamli farklilik gézlenmezken; 7. giinde her ti¢ doz (diisiik, orta ve yiiksek)

gruplarindaki serum SOD, kontrol grubuna goére azalmistir (p<0.005)(Sekil 31B).

Testis dokusundaki SOD degerleri; her iic doz ve zamanda kontrol grubuna gore

azalmistir. Orta dozda 2. saat ve 7. giin gruplarindaki SOD ile yuksek dozda 24. saat ve 7. giin

gruplarindaki SOD diizeyindeki azalmalar (kontrol grubuna goére) anlamlidir (p<<0.005) (Sekil

32A). Ikinci saat ve 7. giinde orta doz gruplarindaki SOD ile 24. saat ve 7. giinde yiiksek doz
gruplarindaki SOD diizeyleri, kontrol grubuna goére azalmistir (p<0.005)(Sekil 32B).

Tablo 13. Deney gruplarindaki sicanlarin SOD analizi sonuglar1

Gruplar SOD® SOD*

P (Testis, U/mg) (Serum, U/ml) N
Kontrol 2296 + 0,48 24,684 + 0,19 6
Diisiik doz (2 saat) 1,380 + 0,55 24,385 + 0,15 6
Diisiik doz (24 saat) 1,520 + 0,10 24,155 + 0,14 6
Diisiik doz (7giin) 1508 + 0,18 12,392 + 0,18 6
Orta doz (2 saat) 0924 +0.18 23,994 + 0,19 6
Orta doz (24 saat) 1.455 + 0,05 23,971+ 0,17 6
Orta doz (7guin) 1.261 + 0,20 12,116 + 0,18 6
Yiiksek doz (2 saat) 1,730 011 24,155 + 0,10 6
Yiiksek doz (24 saat) 1,165+ 0,11 24,615 + 0,203 6
Yiiksek doz (7guin) 0,988 + 0,07 12,415+ 0,15 6

* Ortalama deger =+ standart hata
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Serum SOD (U/ml) Serum SOD (U/ml)
30 4 35 4

Diisiik doz Orta doz Yiiksek doz 2 saat 24 saat 7 giin
® kontrol 2saat ®24saat mTgiin = kontrol Diisiik doz = Orta doz = Yiiksek doz

(A) (B)

Sekil 31. Deney gruplarina ait serum SOD analizi sonuglarinin doz (A) ve zaman (B)
grafikleri. A: *: Diislik orta ve yiiksek dozda 7.giin gruplari, kontrol, 2 ve 24.saat gruplarina
gore azalmistir (p<<0.005). B: *: 7.giin diigiik orta ve yiiksek doz gruplari, kontrol grubuna
gore azalmistir (p<<0.005).

Testis SOD (U/mg) Testis SOD (U/mg)

Diisiik doz Orta doz Yiiksek doz 2 saat 24 saat 7 giin

= kontrol = 2saat = 24saat m 7giin u kontrol Diisiik doz mOrtadoz mYiiksek doz

(A) (B)
Sekil 32. Deney gruplarina ait testis SOD analizi sonu¢larimin doz (A) ve zaman (B)
grafikleri. A: *: Orta dozda 2.saat ve 7. glin, yiiksek dozda 24.saat ve 7.giin gruplari kontrol
grubuna gore azalmistir (p<0.005). B: *: 2.saat ve 7. glinde orta doz, 24.saat ve 7.glinde
yiiksek doz gruplar kontrol grubuna gore azalmistir (p<0.005).
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5 Tartisma

Canli organizmada bulunan her hiicre tipi iyonize radyasyon ile karsilastiginda;
radyasyon dozu, hiicre tipi ve hiicrenin proliferasyon 6zelligine bagl olarak farkli sekillerde
yanit verebilir. Iyonize radyasyon nedeniyle olusan doku hasarlar1 gesitli calismalarla
gosterilmistir, ancak molekiiler mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir (2, 15). Dokular ve
organlarin radyasyona karst duyarliliklar farklidir (3, 39). Kemik iligi, testis ve tiroid gibi
dokular radyasyona duyarli; kemik, santral sinir sistemi, kas gibi dokular ise daha az duyarli
dokulardir. Calismamizda; radyasyona hassas testis ve Ki dokularinda, iyonlastirici
radyasyonun meydana getirdigi erken ve ge¢ donemdeki etkilerin olusum mekanizmasinda

kiicik GTPazlarin (Racl ve RhoA) roliinii arastirdik.

Pelvik boélgeye ait iyonlastirici radyasyon iceren tetkik ve tedavilerde testis dokusu
direkt olarak 1ginlanir ya da sagilan radyasyon nedeniyle zarar gorir. Calismamizda radyasyona
bagl testisteki hasari, Johnsen tibuler biopsi skoru ve seminifer tiibiil ¢apr 6lgiimii ile
degerlendirdik. Iyonlatiric1 radyasyon, testis dokusunda reprodiktif sireci etkiler, uzun
donemde de infertiliteye neden olabilir (40, 41). Radyasyonun etkilerini arastiran deneysel
calismalar, dogal olarak daha cok hiicre kiiltiirii ve deney hayvanlart lizerinde yapilmistir.
Ancak 1960-1970 yillar1 arasinda insanlarda yapilmis (toplam 67 gonullu) bir calismada;
testislere 0.08 Gy ve 6 Gy arasinda degisen dozlarda radyasyon uygulamasi sonrasinda, 0.1 Gy
dozunda sperm sayisinda azalma, 3-5 Gy dozunda ise kalici sterilite gézlendigi bildirilmistir.
Gonullilerin sperm sayisinin radyasyon maruziyeti oncesi sayiya ulasmasi; 1 Gy altindaki
dozlarda 9-18 ay, 2 Gy-3 Gy arasindaki dozlarda 30 ay, 4 Gy-6 Gy arasindaki dozlarda daha

uzun siirede oldugu rapor edilmistir (42).

Deneysel ¢alismalarda radyasyona bagli testis hasarin1 géstermek i¢in genellikle yiiksek
dozlarda radyasyon uygulandigi goriilmektedir (40-43). Diisiikk dozda (<1 Gy) radyasyonun
etkilerini gosteren ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir (44, 45). Pek ¢ok galismada kullanilan
radyasyon dozu radyoterapi uygulamalarina karsilik gelebilecek yiiksek dozlardir (1-10 Gy) ve
doz arttik¢a testis hasarinin arttigi da gosterilmistir (40-43). Bir ¢alismada, 2 Gy tim vicut
1sinlamasi sonrasi 7. glinde, fare testis dokusunda Johnsen skorunun anlamli olarak azaldig: ve
apoptozisin arttig1 gosterilmistir (43). Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz verilere gore; 7. giinde
her U¢ doz grubunda da, Johnsen skoru anlamli olarak azalmistir. Bu bulgu radyasyonun, geg

donemde diisiik dozlarda bile spermatogenezi etkileyebilecegini gdstermektedir.
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Calismamizda, testis hasarini belirlemek icin aynt zamanda spermatogenezin
gerceklestigi yer olan seminifer tiibiil ¢ap1 dlglimleri de yapildi. Seminifer tubul epitelinde
diizensizlesme, epitel hiicrelerinde dokiilme ve atrofik tiibiil sayisinda artis gozlendi. Ozellikle
gec donemde tiim doz gruplarinda seminifer tiibiil ¢aplarinda anlamli olarak azalma oldugu
saptand1. Fare testis dokusunda 0.02, 0.2 ve 2 Gy radyasyon verildikten 24 saat ve 9 gun sonra
seminifer tiibiil cap1 Ol¢limii yapilan bir ¢alismada; her iki zaman degerlendirmesinde de sadece
2 Gy dozunda kontrole gére anlamli azalma oldugu gosterilmistir (44). Bizim ¢alismamizda 24.
saatte her ii¢ doz grubuna ait tiibiil caplar1 azalmis, ancak istatistiksel olarak anlamlilik
saptanmamistir. Yedinci giinde ise her iic doz grubundaki azalmalarin anlamli oldugu
saptanmigtir. Calismamizda, tiim dozlarda testis hasarinin (Johnsen skoru ve tiibiil capi
Olctimlerindeki azalmanin) erken donemde basladigi ve 7. giinde en fazla oldugu goriilmektedir.
Bu bulgu diger calismalar ile uyumlu olarak testis hasarinin doza ve zamana bagli olarak
arttigin1 desteklemektedir. Radyasyona bagl testis hasarinda, doza ve zamana bagli gelisen
degisikliklere, hiicre i¢i hangi molekiillerin aracilik ettiginin tespit edilmesi, gelisen
degisikliklerin kalic1 olmadan (kalict sterilite) onlenmesi i¢in etkili tedavilerin gelistirilmesine

olanak saglayabilmesi agisindan ¢ok énemlidir.

Radyasyona bagli hasar mekanizmalarin basinda hiicre i¢i serbest radikallerin artmast
ve apoptozis gelir. Biz de ¢alismamizda bu iki mekanizmadan sorumlu olabilecek kiigiik
GTPaz’larin radyasyona bagli hasar olusmasinda rolii olup olmadigini ortaya koymaya
amacladik. Kii¢iik GTPaz’larin radyasyon ile iligskisin degerlendiren ¢aligmalarin ¢ogu, timor
dokusunda radyoterapinin etkisini degerlendiren g¢alismalardir. Kii¢iik GTPaz’larin birgok
tiimor tipinde ekspresyonlarinin ve aktivitelerinin arttig1 bilinmesine ragmen, radyoterapinin
etkisindeki rolleri hala tartismalidir (46). Bildigimiz kadariyla, normal saglikli testis dokusunda
radyasyon uygulamasi sonrasi gelisen hasarda kiigik GTPaz’larin roliinii arastiran bir galisma
bulunmamaktadir. Saglikl kisilerin radyasyona maruz kalmasi sonrasinda olusabilecek testis
hasarinda rolii olan hiicre i¢i mekanizmalarin ve bunlarda rol oynayan molekiillerin
gosterilebilmesi, testis hasara bagli gelisebilecek infertilite gibi sorunlarin énlenmesinde

katki saglayacaktir.

Kicuk GTPaz’larin (RhoA, Racl ve Cdc42) dokulardaki fonksiyonlari géz Oniinde
bulunduruldugunda; ¢ogu zaman Racl ve Cdc42’nin aym1 yonde, RhoA’nin ise ters yonde
calistig1 gortlmektedir. C. elegans ve memelilerde yapilan genetik ve biyokimyasal ¢aligmalar,

RhoA ve Racl'in, efferositoz sirasinda hiicre iskeletinin yeniden diizenlemesinde zit yonde rol
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oynadigimi ortaya koymustur (47, 48). Sican testis dokusundan hazirlanan primer hiicre
kiiltiirtinde yapilmis bir calismada; hiicrelerde Racl ve RhoA proteinlerinin bulundugu, Sertoli
hlcrelerinde Racl ekspresyonun RhoA ekspresyonundan daha fazla oldugu gosterilmistir (49).
Biz de bu c¢alisma ile uyumlu olarak, kontrol grubunda Racl ekspresyonunun, RhoA
ekspresyonuna gore daha fazla oldugunu saptandi. Radyasyon uygulanan gruplarda ise,
radyasyon dozu ve maruziyet sonrasindaki siire arttikca; Racl ekspresyonunun azaldigini,
RhoA ekspresyonunun da arttigi saptandi. Racl’in ekspresyonunu ve aktivasyonunu
degerlendirdigimizde ise diisiik, orta ve yiiksek doz 7. giin gruplarinda; Racl ekspresyonunun
kontrole gore belirgin bir sekilde azalirken, Racl aktivasyonunun da sadece yiksek dozda
anlamli olmak {izere bltiin dozlarda arttigini belirledik. Bu da radyasyona bagli hasarda Rac1’in

etkisinin daha ¢ok ge¢ donemde oldugu/belirginlestigini diisiindiirtmektedir.

Canli organizmada radyasyona bagli olusan patolojilerde RhoA molekiiliiniin roliinii
arastiran ¢alismalar, daha ¢ok endotel hiicrelerde ya da kanserli dokularda yapilmistir. Serviks
kanseri (HeLa) hiicre hattinda yapilan bir ¢aligmada 0,5- 5- 15 Gy gama 1511 ile 1sinlandiktan
24 saat sonra RhoA aktivitesinin arttig1 ve HeLa hiicrelerinin radyasyona hassasiyetini arttirdigi
rapor edilmistir (50). Bizim ¢alismamizda bu ¢alisma ile uyumlu olan sadece bir grubumuz ( 5
Gy, yliksek doz grubu) bulunmasina ragmen, tiim radyasyon dozlarinda 24. saat RhoA
aktivasyonunun kontrole gore anlamli olmasa da arttigin1 belirledik.  Ayrica, RhoA
ekspresyonlarinin tiim gruplarda, doza ve zamana bagli olarak arttigin1 gézlemledik. Rousseau
ve arkadaslarinin endotel hlcrelerinde yaptigi bir ¢alismada da; 15 Gy X 1s1n1 ile 1sinlamadan
10 dk. sonrasinda, fokal adezyon i¢in gerekli olan stres liflerinin RhoA aktivasyonuna bagh
olarak arttigin1 gostermislerdir (51). Daha 6nce yapilan bu g¢alismalarda verilen dozlar,
degerlendirme zamanlar1 ve incelenen dokular, ¢alismamizla birebir ortiismese de, radyasyon
maruziyetinden sonra RhoA aktivitesinin arttigi goriilmektedir (50-52). Biz de ¢alismamizda
testis dokusunda tiim radyasyon dozlarinda RhoA aktivitesinin 6zellikle 7. giinde kontrole gore

arttigin1 gosterdik.

Kiguk GTPaz’larin bir¢ok dokuda ve bir¢ok fizyolojik/ patolojik siiregte bir denge
igcinde hareket ettigi ( bezen ayn1 yonde bazen zit yonde) bilinmektedir (48, 53). Testis dokusu
primer hiicre kiltiirinde Racl ve RhoA dengesinin arastirildigi tek bir ¢alismada, Sertoli
hiicrelerinde Rac1 ekspresyonun RhoA ekspresyonundan daha fazla oldugu bildirilmistir (49).
Calismamizda; in vivo olarak tiim viicut 1sinlamasi sonrasinda testis dokusunda gelisen hasarda,

Racl ve RhoA’nin ekspresyon ve aktivasyonlar1 es zamanli olarak degerlendirilmistir ve bu
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yoniiyle, radyasyona bagli testis hasarinda Racl ve RhoA arasindaki dengeyi arastiran ilk
caligsmadir. Sigan siiperior mezenterik arter hiicrelerinde hemorajik sok sonrasinda Racl/RhoA
dengesini arastiran bir ¢alismada; erken donemde RhoA aktivitesinin arttigi, Racl aktivitesinin
azaldigi, ge¢ donemde ise RhoA aktivitesi azalirken, Racl aktivitesinin artti1 rapor edilmistir
(52). Her ne kadar hemorajik sok ve radyasyon hasari birebir benzer mekanizmalar {izerinden
gitmese de; apoptozis ve oksidatif stres olusmasi her ikisinde de ortak goriilmektedir. Bizim
calismamizda da radyasyon uygulamasi sonrasinda, Racl ve RhoA aktivitesinin birbirine ters
yonde oldugu ozellikle de 7. giinde dozla bagli olarak; Racl aktivitesi artarken, RhoA

aktivitesinin de azaldig1 goriilmektedir.

Radyasyona bagli gelisen hiicresel olaylardan birisi de apoptozistir. Radyasyona maruz
kalan germ hucrelerinde oksidatif stres ve apoptozis ve bunun sonucunda da infertilite ortaya
cikabilir (54). Sican testis dokusunda 10 Gy radyasyon ile 1sinlamadan 5 giin sonra, aktif
kaspaz-3 ekspresyonunun kontrol grubuna gore arttigi bildirilmistir (24). Wang ve arkadaslart;
farelerde 5 Gy 1s1nlamadan 7 giin sonra testis dokusunda apoptotik hiicre oraninin kontrole gore
arttigin1 rapor etmislerdir (43). Bizim c¢alismamizda sadece 5 Gy 1sinlamada degil tim
dozlardaki (diisiik, orta ve yiiksek) apoptozis, kontrol grubuna gore artis géstermistir. Bununla
birlikte farelere uygulanan 25-200 mGy arasindaki X 1sinmin, testis dokusunda p53
ekspresyonunu arttirarak apoptozisi arttirdigi ve en yiiksek artisin da 75 mGy 1sinlamada ve 12.
ile 18. saatlerde oldugu gosterilmistir (55). Calismamizdaki orta (0,1 Gy) ve yuksek (5 Gy) doz
gruplarinda; 2. saatten itibaren saptadigimiz apoptozis degerlerinin birbirine yakin olmasi, bu
calismay1 desteklemektedir. Apoptozis her ii¢ doz grubunda da (diistik, orta ve yliksek), zamana
bagl artig gdstermistir.

Racl, RhoA ve Cdc42’nin; bazen apoptotik, bazen de antiapoptotik sureclerde etkili
oldugu bildirilmistir (53, 56). Kicik GTPaz’larin apoptozisteki roliinii arastiran bir calismada,
ATDCS fare kondrosit hiicre hattinda yapilan ¢alismada Racl ve Cdc42 proteinlerinin asiri
ekspresyonunun apoptozisi arttirici, RhoA asir1 ekspresyonunun ise apoptozisi azaltici bir etki
gosterdigi bildirilmistir (57). Bizim ¢alismamizda ise; RhoA ekspresyonu ve aktivasyonu, her
Uc¢ doz grubunda da Aktif kaspaz-3 degerlerinde oldugu gibi zamana bagli artis géstermistir.
Calismamizda Aktif Kaspaz-3 ekspresyonun arttigi durumlarda RhoA ekspresyonlarini artmis,
Racl ekspresyonlarinin da azalmis oldugunu gordiik. Ozellikle 7. giinlerde kiigiik GTPaz’larin
aktivasyonlarina baktigimizda ise; aktif kaspaz-3 ekspresyonunun arttigi diisiik ve orta dozlarda

RhoA aktivasyonunun Racl’e gore daha belirgin sekilde arttigini, yiiksek dozda ise tam tersi
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olarak Racl aktivasyonunun daha fazla arttigin1 gézlemledik. Endotel hiicrelerinde; 15 Gy ile
1sinlandiktan 18 saat sonrasinda, RhoA/ROCK yolaginin radyasyona bagli apoptozis tizerinde
etkisi olmadigi rapor edilmistir (51). Bizim ¢alismamizdaki yiiksek doz grubumuzda uygulanan
radyasyon dozu (5 Gy) bu c¢alismadakinden ¢ok daha diisiik olmasina ragmen, RhoA
aktivasyonun, diisiik ve orta dozlardaki aktivasyona gore daha diisiik olmas1 belki de bu ¢alisma
ile uyumlu olarak radyasyon dozu arttikca Rho aktivitesindeki artisin azaldigini
diisiindiirtebilir. Bu sonuglar da kii¢iik GTPaz RhoA’nin radyasyona bagh testis hasarindaki

roliiniin radyasyon dozuna bagli olarak degiskenlik gosterdigini desteklemektedir.

Radyasyona bagli hasar mekanizmalardan biri de hiicre i¢i serbest radikallerin artmasi
ve oksidan/antioksidan dengenin bozulmasidir (26, 27). Fare testis dokusu ve GC-1 hucre
hattinda yapilan bir ¢alismada; 4 Gy radyasyon verildikten 7 giin sonra hiicre ici ROS ve MDA
diizeyi anlamli olarak azalmistir (28). Bizim ¢alismamizda da 5 Gy radyasyon verilen yuksek
doz grubunda bile 2. saatte hiicre i¢ci ROS ¢ok fazla artarken, ilging olarak 7. giinde bu ¢alisma
ile uyumlu olarak hiicre i¢i ROS’un anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Literatirde testis
dokusunda farkli radyasyon dozlar1 uygulanarak erken ve ge¢ donemde ROS olusumunu
arastiran bir in vivo ¢alisma bildirilmemistir. Burada sunulan ¢alismalardan farkli olarak testis
dokusu disinda RAW264.7 hiicrelerinde yapilan 2 Gy’lik 1ginlamadan yarim saat sonra ROS
olusumunun bagladigi gosterilmistir (29). Bu baglamda her ii¢ doz grubunda da saptadigimiz,

erken donemdeki ROS bulgumuz bu ¢alisma ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda radyasyona bagli olusan oksidatif stresi degerlendirmek ig¢in testis
dokusunda huicre ici ROS ile birlikte; serum ve testis dokusunda MDA ve SOD analizlerini de
yaptik. Bu konuda ¢alisan aragtirmacilar, serum degerlerinin pek ¢ok faktorden etkilenmesi
nedeniyle bu parametrelerin dokudaki degerlerini ¢alismay1 tercih etmislerdir. Biz dokuda
oksidatif stresle olusan MDA ve SOD’daki degisikliklerin serum degerlerine yansiyip
yansimadigini da gostermek istedik. Testiste radyasyonun olusturdugu hasarda lipid
peroksidasyonunun arttig1, buna bagli olarak da MDA degerlerinin arttigini gosteren ¢ok sayida
literatiir bulunmaktadir (21, 30). Farelerde 4 Gy radyasyon uygulamasindan 7 giin sonra, testis
dokusunda ROS’un, serumda da 8-OHdG (8-hidroksi deoksiguanozin) ve MDA’ ’nin anlamli
olarak arttig1 bildirilmistir (28). Bizim ¢alismamizda da serum ve testis dokusundaki MDA
yiikksek doz gruplarinda 7. glinde artmistir. Farelere 0.02, 0.2 ve 2 Gy tiim viicut 1g1nlama
yapilan bir calismada 24. saat ve 9. giinde testis dokusunda MDA ve SOD analizleri yapilmis;

MDA diizeyindeki artisin ve SOD diizeyindeki azalmanin sadece 2 Gy isinlamada anlamli
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oldugu rapor edilmistir (8). Shaban ve arkadaslari; siganlara 8 Gy radyasyon uygulamasindan
7 glin sonra testis dokusunda MDA diizeyinin arttigin1 ve SOD diizeyinin de azaldigini
bildirmistir (31). Biz de c¢alismamizda, testis dokusu MDA diizeylerinin tiim radyasyon
dozlarinda erken donemde (2.saat) bile istatistiksel olarak anlamli olmasa da kontrole gore
arttigin1 ve Shaban ve arkadaglarinin ¢aligmasi ile uyumlu olarak, MDA diizeylerinin yiliksek

doz (5 Gy) radyasyon uygulamasindan sonraki 7. glinde anlamli olarak arttigin1 saptadik.

Calismamizda, tiim gruplardaki testis SOD degerlerinin kontrol grubuna goére azalmis
olmasi, radyasyona bagli hasarda antioksidan kapasitenin azaldigin1 ya da yetersiz kaldigin
diistindiirmektedir. Siganlara 5 Gy radyasyon uyguladiktan 7 giin sonra, testis dokusu SOD
diizeyinin anlamli olarak azaldigi bildirilmistir (32). Bu ¢aligmaya benzer sekilde bizim
calismamizdaki yliksek doz gruplarindaki testis dokusu SOD degerleri sadece 7. glinde degil,
24. saatte de anlamli olarak azalmistir. Farelerde yapilan bagka bir ¢alismada 10 Gy 1sinlamadan
4 hafta sonrasinda serum MDA diizeyinin arttig1, SOD diizeyinin de azaldig1 bildirilmistir (33).
Bizim c¢aligmamiza ait serum SOD diizeyleri; dozdan bagimsiz olarak, 2. ve 24. saatlerde

kontrole gore degisiklik gdostermemis ancak 7. giinde anlamli olarak azalmistir.

Calismamizdaki tiim veriler birlikte degerlendirildiginde, radyasyona bagli testis
hasarinda oksidatif stresin artti§1 ve antioksidan kapasitenin azaldigim saptadik. Ozellikle
yiiksek doz gruplarinda elde edilen hiicre ici ROS, MDA ve Racl aktivasyonuna ait veriler
benzer sekilde; 2. saatte artmis, 24. saatte azalarak 7. giinde tekrar artmistir. Bu bulgular da
radyasyona bagli testis hasarinda, NADPH oksidaz enziminin alt birimi olan Racl’in roli
olabilecegini ve Racl’in testis hasarini arttirici etkisini de hiicre i¢i ROS olusumu ve lipid

peroksidasyonunu arttirarak gerceklestirebilecegini diisiindiirtmektedir.

Calismamizda testis dokusuyla birlikte radyasyona hassas oldugu bilinen Ki dokusunu
da inceledik. Si¢anlarda yapilan bir ¢alismada; 0.5 Gy, 2.5 Gy, 5 Gy, 25 Gy ve 100 Gy
radyasyon maruziyetinden 14 giin sonra; 2.5 Gy ve altindaki dozlarda anlamli bir degisiklik
izlenmezken, 5 Gy ve 25 Gy arasinda K1 hiicrelerinde hiicre canlilig1 ve alt ekstremitede kemik
gelisiminin %50 oraninda azaldig1 rapor edilmistir (58). Matsuyama ve arkadaslar siganlara 5
Gy tiim viicut 1s1lamasi yapildiktan 3 giin sonra KI dokusunda megakaryosit hiicre sayisinin
azaldigin1 ve apoptozisin 3 saat sonra anlamli olarak arttifini, 24. saatte de kontrolle ayni
seviyede oldugunu bildirmislerdir (59). Bizim ¢alismamizda 2. ve 24. saatlerdeki apoptozis ile

ilgili sonuglarimiz; (degerlendirme saatinin 3. saatten farkli olsa da) bu ¢alisma ile benzerlik
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gostermektedir. Farelerde kemik iliginden aspire edilerek hazirlanmis hiicre kiiltiiri
calismasinda, Racl'in osteoklastogenez sirasinda aktin diizenlenmesinde 6nemli roli oldugu
gosterilmistir (60). Kemik iliginden iiretilmis mezenkimal kok hiicrelerinde hiicre hareketliligi
ve osteosarkom gelisiminde Racl ve RhoA’nin rolii olabilecegi rapor edilmistir (61). Kemik
iliginde bu molekiillerin bulunduguna dair ¢alismalar olmasina ragmen, radyasyon sonrasinda
bu dokuda gelisen hasarda, kiiclik GTPaz’larin ekspresyonu ve aktivasyonundaki degisimlere
ait bir calismaya rastlanmamistir. Calismamiz bu agidan bir ilktir, ancak radyasyona bagh
olarak Ki dokusunda doza ve zamana bagli olarak Racl ve RhoA ekspresyonlarinda kontrol

grubuna gore anlamli bir farklilik saptayamadik.

Simdiye kadar yapilan in vivo ¢aligmalarda, genellikle yiiksek radyasyon dozlar tercih
edilmistir (24, 40, 62). Deneysel modelimizi olustururken; diistik, orta ve yiiksek dozlarda erken
ve ge¢ donem etkileri arastirmayr hedefledik. Belirledigimiz doz ve zaman degerleri diger
caligmalar ile tam Ortlismemesi, degerlendirmede glicliik yaratmasinin yaninda ¢alismamizin
0zglin tarafin1 olusturmaktadir. Calismamizda radyolojik tetkiklerde alinabilecek doza karsilik
gelen 0,02 Gy dozundaki (diisiik doz) radyasyonun, testis dokusundaki hasar1 ve oksidatif stresi,
2. saat gibi erken bir donemde baslatabilecegini gosterdik. Ayni sekilde Racl ekspresyonunun
erken donemde (2. saat) azalirken RhoA ekspresyonunun da artmaya baslattigi ve buna ek
olarak Racl ve RhoA aktivasyonlarinin da artmaya basladigi da goriilmektedir. Dolayisiyla
bizim ¢alismamiz, diisilk doz radyasyonun bile testiste hasara neden oldugunu ve bu hasara
kiicik GTPazl’arin aracilik edebilecegini ve bunlar arasindaki dengenin 6zellikle radyasyon
dozu ve zamanina baglh degisebilecegini diisiindiirtmektedir. Kiigiik GTPaz’larin radyasyon
hasart olusturan etkilerinin en azindan bir kismmin hiicre i¢i ROS artisina ve apoptozis
tizerindeki etkilerine bagli olabilecegini gdsteren ilk caligmadir. Ancak kilglik GTPazlarin
radyasyona bagli testis hasarindaki etkilerini dogrudan ( direk) gosterecek deneysel tasarimlara
ithtiya¢ vardir. Bu nedenle Racl ve RhoA yolaklarinin aktive ve/veya inhibe edildigi kosullarda,
bu deneylerin tekrar edilmesi gerekmektedir. Buradan elde edilecek veriler sonrasinda,
Ozellikle geng hastalarda infertiliteye neden olabilen radyasyona bagli testis hasarin1 dnlemek

icin Racl, RhoA gibi kiicuk GTPaz’lar1 hedefleyen tedaviler umut vadedebilir.
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6 Sonuc ve Oneriler

Caligmamizda testis dokusunda radyasyona bagli olusan; doku hasari, apoptozis, oksidatif
stresi, Racl ve RhoA molekiillerinin ekspresyonu ve aktivasyonunu ii¢ farkli doz ve
zamanda degerlendirdik. Radyasyona bagli hasarda doz ve zamana bagl degisikliklerin
yani sira, olusum mekanizmalarinda Racl ve RhoA gibi kicik GTPaz’larin roli olup
olmadigi arastirdik. Bu yonleri ile ¢alismamiz, testis dokusunda radyasyon uygulamasi
sonrasinda Racl ve RhoA molekillerinin ekspresyonu ve aktivasyonunu inceleyen ilk

caligmadir.

Radyasyon uygulanan gruplarda testis dokusunda hasarin doza ve zamana bagl olarak

arttigin histolojik olarak gosterdik.

Radyasyonun, testis dokusunda doza ve zamana bagl olarak apoptozisi ve oksidatif stresi

arttigini gosterdik.

Testis dokusunda doza ve zamana bagli olarak; testis hasari, apoptozis ve oksidatif stresin
artis1 ile Racl ve RhoA aktivasyonlar1 da artis gostermistir. Ancak Racl ve RhoA dengesi
tiim doz gruplarinda ayn1 degisimleri gostermemistir. Elde ettigimiz bulgular1 desteklemek
icin, Racl ve RhoA yolaklarinin aktive ve inhibe edildigi kosularda radyasyona bagli testis

hasarii degerlendirecek calismalara ihtiyag vardir.

Testis dokusundan farkli olarak Ki dokusunda; radyasyona bagl hasar, apoptozis ve Racl

ile RhoA ekspresyonlarinda gruplar aras1 anlamli fark gézlenmemistir.

Sonuglarimiz, radyasyona bagli testis hasarinda kiiclik GTPaz’larin rolii olabilecegini ve
tibbi uygulamalar nedeni ile radyasyona maruz kalan geng¢ erkek hastalarda testis hasari
nedeni ile olusabilecek infertilitenin dnlenmesinde kiiclik GTPaz’lar1 hedef alan tedavilerin

umut verici olabilecegini ve daha ileri ¢aligsmalara gerek oldugunu diisiindiirmektedir.
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8 Ekler

Ek 1. 04 Ekim 2016 toplanti tarihli 45/2016 Protokol No'lu Etik Kurul onay1
20 Subat 2018 toplant1 tarihli 45/2016 Protokol No'lu Etik Kurul onay1
28Agustos 2019 toplanti tarihli 45/2016 Protokol No'lu Etik Kurul onay1

Ek 2. Akademik Ozge¢mis Formu
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Ek 1.

1 DOKUZ EYLUL UNIVERSITES! MULTIDISIPLIN LABORATUVARI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

35340, Inciralh, lzmir-232 4122234

Giindem No/ Toplanti No/Yil : 01/18/2016
Toplanti Tarihi : 04 Ekim 2016

Sayin, Yard.Dog¢.Dr.Aysegiil YURT
Saglik Bilimleri Enstitisi Madirligad

45/2016 Protokol No'lu; yiiriiticiisi oldugunuz “Sigan modelinde kiigik GTPaz'larin
Iyonlastirict radyasyon hasarlarindaki rolii” isimli; Aysun Manisaligil, Mukaddes Giimiistekin,
Asli Celik, Zahide Cavdar, Cemre Ural, Serap Cilaker Micili, Gizem Sisman'in aragtirici oldugu
60 (Gruplardaki hayvan sayisi 6'ya diisiiriilerek) adet Wistar rat'n verildigi projenin
uygulanmasinda etik agidan sakinca olmadigina oy birligi ile karar verilmigtir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Prof .Dr.Osman YILMAZ )
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Prof.Dr.Ali 'Necati GOKMEN
Baskan Vekili

Prof Dir.Safiye AKTAS Prof.Dr. Hatice Nur OL6UN
Uye Uye (Topl.Katilamadi
Prof.Dr.Gilaih OKTAY Prof . Dr. Giilhdy/RERKTIM
Dog.Dr.NektfiZ DURMUS Prof.Dr.Pemhe 1IVGLINTeHakTnNg 1)
Doc.Dr/fiinkan ERTAY Doc.Dr.Nermin Niket BOCMEN MAS
Dog.Dr.Zekiye Sultan ALTUN Yard.Doc.Dr.@rhan LALEMCT

Uye (Topl.Katilamadi)

Zehra KINAM Vet.Hekim Adhian SefPei
Uye

NOT: Projede yapilan diizeltmelerin metin iginde bold karakter kullanilaral
incelenmesi agisindan saghkl olacaktir.
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/

/? DOKUZ EYLUL UNIVERSITESI MULTIDISIPLIN LABORATUVARI HAYVAN DENEYLERI YEREL ETIK KURULU

Gindem No/Toplants No/Yil : 01/04/2018
Toplanti Tarihi : 20 Subat 2018

Sayin, Yard.Dog.Dr.Aysegil YURT
Saghk Bilimleri Enstitisi Mudurluga

45/2016 Protokol No'lu; yurutucusu oldugunuz "Iyonlagtirici radyasyon hasarlarinda
kiicitk 6TPaz'larin roli” isimli; Aysun Manisaligil, Mukaddes Gumustekin, Zahide Cavdar,
Cemre Ural, Serap Cilaker Micili, Osman Yilmaz, Gizem Sisman’in arashirici oldugu 60 adetf
Wistar rat'in verildigi, uygulanmasinda etik agidan sakinca bulunmayan projede; gonderlfen
belgeler incelenerek, Ash Celik'in projeden ayrilarak, Osman Yilmaz'in projeye aragtirict olarak
dahil edilmesi hususunda bilgi edinilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Prof Dr.Osman YILMAZ

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Prof Dr Ali ‘Necati GOKMEN
Baskani Baskan Vekili
Pr‘ofdy@aﬂ?’e AKTAS, Prof .Dr. Hatice Nur OLGUN
Uye Uye (Topl Katilamadi)

Prof.br.Giillgin OKTAY Prof . Dr.Giffiay KIRKIM
Uye (Topl.Katilamad)

Prof Dr. Tipkdn  ERTAY Prof Dr Pembe UYGUN[KESKINOGLU
Uye
Prof .Dr.Nergiz DURMUS Prof Dr.Zekiye Sulhn ALTUN

Uye (Topl.Katilamadr)

Dog.Dr.Nermin W{OCMEN MAS Dog. DpOrhaf KALEMGE
|

Zehra KINAM Vet Hekim AgdnanSERPEN
Uye

NOT: Projede yapilan duzeltmelerin bagvuru formunda beld karakter kull
incelenmesi agisindan saglikli olacaktir
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Cemre Ural, Serap Cilaker Micili, Osman Vllqui Gizem Sigman’in aragtiricl oldugu 60 adet
Wistar rat'in verildigi, uygulanmasinda etik agidan sakinca bulunmayan projede; gonderilen

belgeler incelenerek bilgi edinilmistir ve karaciger, dalak ve kalan testis, kemik iligi dekularimin
kullanimina onay verilmistir.

Bilgilerinizi ve geregini rica ederiz.

Prof .Dr.Osman YILMAZ

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu

Baskan
(Topl.Katilamadi- Arastirici)

Prof .Dr.Safiye AKTAS
Uye

Prof.Dr.Zekiye Sultan ALTUN
Uye

Prof.Dr.Nergiz DURMUS
Uye (Topl.Katilamadi)

Prof.Dr.Gamze CAPA KAYA
Uye

Prof.Dr.Cetin PEKCETIN
Uye

_Zehra KINAM
Uye

Prof .Dr.Ali Necati GOKMEN
Baskan Vekili

Prof.Dr.Hatice Nur OLGUN
Uye (Topl.Katilamad:)

Prof .Dr.Ginay KIRKIM
Uye (Topl.Katilamadi)

Prof.Dr.Pembe uv{?m ESKINOGLU

Danidm

Prof .Df.Sémra KOCTURK
Uye

Dog.Dr_Sefa KURT

Vet.Hekim Acnnn\sshpm

NOT: Projede yapilan dizeltmelerin metin icinde bold karakter

projenin incelenmesi agisindan saglikh olacaktir.
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Ek 2.
OZGECMIS

Yasar Aysun MANISALIGIL
Kisisel Bilgiler

fletisim Bilgileri

iletisim Adresi

Telefon
E-posta
Ogrenim Bilgileri 15 Eylul 2011 - 21 Ocak 2015 (3 y1l 5 ay)
Yiiksek Lisans, Tezli Program, Dokuz Eylil Universitesi,
Saglik Bilimleri Enstitiisii, Molekiiler Tip (YL) (Tezli)
Diploma Numarasi: 201500246
Agirlikli Genel Not Ortalamast: 3.15 /4.0
06 Eylil 1989 - 10 Eyliil 1993 (4 y1l 1 ay)
Lisans, Anadal/Normal Ogretim, Dokuz Eyliil Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Tibb1 Biyolojik Bilimler Pr.
Diploma Numarast: 120
Agirlikli Genel Not Ortalamast: 63.53 / 100.0
Isyeri Bilgileri 27 Ocak 2008 - Su Anda (12 yil 9 ay) (Tam Zamanli)Ogretim
Gorevlisi,
01 Ocak 1994 - 01 Ocak 2007 (13 yil 1 ay) (Tam Zamanl)
UZMAN, UZMAN, DIGER (Dokuz Eylil Universitesi)
Yabane Dil Bilgileri Ingilizce (Okuma: lyi, Yazma: lyi, Konusma: Iyi)

Tiirk¢e (Okuma: lyi, Yazma: Iyi, Konusma: Iyi)
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Bilimsel Teknolojik Faaliyet Alanlar

Anahtar Kelimeler Radyasyon Etkileri
Sinyal Molekadilleri
T1bbi Goriintiileme
Ar-Ge Yetkinlik

Makaleler Y. A. MANISALIGIL, S. CILAKER MICILI, S. KIZILDAG, A.
CELIK, H. A. BAGRIYANIK & M. GUMUSTEKIN, Assessment of
Racl and 3-PAK Expressions in a Mouse Model for Contrast-Induced
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