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OZET
TOTAL KAFA ISINLAMASI YAPILAN SICANLARIN BEYIN DOKUSUNDA NiTROZATIF
STRES UZERINE PROPOLISIN ETKiSININ ARASTIRILMASI

Nour ALAFANDI

Yiiksek Lisans Tezi, Gaziantep Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Seyithan TAYSI
Agutos 2017, 77 sayfa

Bu arastirmada, iyonize radyasyon sonucu olusan nitrozatif stres iizerine propolisin
koruyucu etkilerinin olup olmadigini aragtirmaya amagladik. Calismada 36 adet sican
kullanildi. Iki kontrol grubu, radyoterapi (R) ve propolis + R grubu olarak 4 alt gruba
boliindii. Kontrol gruplar1 hari¢ diger gruplara bir sefere mahsus 5 Gy’lik tek doz
radyoterapi uygulandi. Propolisin etkinligini tespit etmek icin sican beyin dokusunda
biyokimyasal parametreler spektrofotometre yontemiyle oOl¢iildii. Yapilan calisma
neticesinde radyoterapi grubunda yer alan sicanlardan alinan beyin dokusunda nitrik
oksit (NO"), nitrik oksit sentaz (NOS) ve peroksinitrit (ONOOQO") degerlerinin propolis+R
grubundan anlamli sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar propolisin
radyasyonun olusturdugu nitrozatif stresin olumsuz etkilerine karsi koruyucu etkiye
sahip oldugu iyonize radyasyonun zararli etkilerine karsi propolis gibi antioksidan

maddelerin kullanilmasinin yararli sonuglar saglayacagi sdylenebilir.

Anahtar sozciikler: Radyasyon, Propolis, Nitrik oksit, Nitrik oksit sentaz, Peroksinitrit



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PROPOLIS ON NITROSATIVE STRESS IN THE
BRAIN OF TOTAL HEAD IRRADIATED RATS

Nour ALAFANDI
Master Thesis, University of Gaziantep, Institute of Medical Sciences
Department of Medical Biochemistry
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Seyithan TAYSI
August 2017, 77 pages

In this study, we aimed to investigate the protective effects of propolis on nitrosative
stress resulting from ionizing radiation. Thirty-six male rats were used. The groups
consisted of 4 subgroups: 2 control, radiotherapy (R), Propolis + R. All of the groups
except the control groups received a single dose of 5 Gy on the first day of radiotherapy.
Biochemical parameters of the brain tissue were measured by spectrophotometry to
determine whether protective effects of propolis were present. As a result of the study, it
was determined that NO, NOS and ONOO" values were significantly higher in the brain
tissue from the rats in the radiotherapy group than in the Propolis + R group. These
results suggest that the use of the substance against the harmful effects of ionizing
radiation, which has a protective effect against the adverse effects of nitrosative stress
caused by propolis radiation, will provide beneficial results.

Keywords: Radiation, Propolis, Nitric oxide, Nitric oxide synthase, Peroxynitrite



1. GIRIS VE AMAC

Diinyadaki tiim canlilar, hayatlar1 boyunca devamli olarak hem dogal hem de yapay
radyasyon kaynaklarindan bulunduklar1 ortamdan yayilan iyonlastirict radyasyonlarin

etkisi altindadir (1).

20. yiizyilin basindan bu yana gelisen teknolojiyle ¢evredeki radyoaktivite kiiresel
boyuta ulagmis ve her gegen giin artmaktadir. Bu artis, ekosisteme ve canlilara zarar
verecek diizeye gelmistir. Canlilar devamli olarak enerji liretimi, tip, endiistri, arastirma,
tarim ve hayvancilik gibi bir¢cok alanda kullanilan yapay kaynaklardan doz almaktadir.
Fakat tibbi alanda radyasyon uygulamalari, tanisal radyolojide goriintiileme ve kanser
hastalarinda radyasyonun hiicre ve tiimorler ilizerindeki oldiiriicii etkisinden dolay1
hastalarin teshis ve tedavisinde de ¢cok onemli yeri vardir (2). Radyasyon, tipta pek ¢cok
hastaligin teshisinde kullanilmaktadir (3).

Beyin, bas-boyun veya gbdzde ortaya ¢ikan tiimoérlerin 1s1n tedavisini neticesinde yakin
baska organ ve dokularda hasar meydana gelmektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve
reaktif nitrojen tiirleri (RNT) gibi radikaller bu organ ve dokulara zarar vererek baslatici
faktorler oldugu yapilan c¢alismalarda ifade edilmektedir. Arastirmalarda iyonize
radyasyonun sonucu olarak olusan bu radikaller dolasim sistemi vasitasiyla diger organ

ve dokular lizerinde zararh etkilere sahip oldugu da belirtilmektedir (4, 5).

Radyoterapinin tedavi edici etkisinin yani sira erken ve ge¢ donem 6nemli yan etkileri
de vardir. Radyoterapinin baglangicindan itibaren akut etkileri goriilmektedir. Ancak
subakut ve kronik etkileri zamana bagli olarak ayirmak olduk¢a zordur. Medikal
tedaviyle veya spontan olarak akut donem etkileri iyilesebilirken subakut etkileri
kismen iyilesebilmektedir ve kronik etkileri ise kalic1 olmaktadir. ROT ve RNT pek ¢ok
hastaligin patogenezinde rol oynadiklar literatiirlerde ifade edilmektedir (6, 7, 8).

Radyoterapi kanser tedavisinde kullanilan yoOntemlerden bir tanesidir (9,10).
Radyoterapinin amaci, normal dokuyu olabildigince korumak, tiimér dokusuna
maksimum iyonize radyasyon dozu vermektir (11). Radyoterapide kullanilan radyasyon
partikiiler ve elektromanyetik radyasyon olarak ikiye ayrilmaktadir. Radyasyon etkileri
direkt ve indirekt etki olmak lizere iki sekilde gruplandirilabilir. Direkt etki DNA’da



iyonizasyonla olusurken, indirek etki ise, ortamdaki suyun iyonizasyonuyla radikallerler
olusur. Radyasyona bagli degisiklikler proliferasyon, differansiyasyon ve irreversibl
hiicre hasarinin baslamasi ile sonuclanir. Oksidatif stres, ROT ile antioksitadif
islemlerdeki dengenin ROT olusumu lehine etkilenmesi sonucu meydana gelir. ROT’a
bagli olusan protein modifikasyonu, lipid peroksidasyonu ve DNA zincir kiriklar1 gibi
hasarlar1 O6nlemek icin ROT’u yok edecek ve ROT olusumunu engelleyecek
mekanizmalar ortaya c¢ikar. Bunlar katalaz (CAT), superoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimatik ve glutatyon (GSH), tioredoksin, vitamin

C, E, melatonin gibi non-enzimatik mekanizmalarindan olugmaktadir (12).

Radyasyon tiimor hiicrelerine de saglikli dokulara da toksit oldugu i¢in radyasyon dozu
arttikca normal doku hasar1 da artabilmektedir. Bu nedenle saglikli hiicrelerin
radyasyona olan tepkileri kanser hastalarinda ciddi yan etkilere neden olabilmekte ve
tedavide dozu sinirlayabilmektedir (13,14). Radyasyonun etkileri toplam doz, fraksiyon
dozu ve sayist, tedavi siiresi, dokularin radyasyona kars1 duyarliligi, yas ve cinsiyet gibi

faktorlere bagl olarak degisiklik arz etmektedir (15,16).

Iyonize radyasyon sonucu olusan serbest radikaller yasam icin gereklidir. Serbest
radikallerin iiretimi ve detoksifikasyonu viicutta ¢cok hassas bir denge ile kontrol
edilmektedir. Bu molekiillerin meydana gelme ve yok edilme hizlar1 arasindaki denge
bozulmadig1 miiddetge canlilar bundan etkilenmemektedir. Ancak s6z konusu denge
bozuldugunda, oksidanlarin arttig1 ya da antioksidan savunma sisteminin yetersiziginde
organizmada oksidatif strese meydan gelir. Bu nedenle, metobolizma bozulur, hiicresel
yaglanma, inflammatuvar hasar ve meydana gelen molekiiller yikim ile birgogu
yasamsal dneme sahip organlarda doku hasarinin meydana gelmesine sebep olmaktadir

(17-19).

Normal dokuda radyasyona bagli hasar1 azaltmak i¢in radyoprotektif ajanlarin kullanimi
giindeme gelmistir. Radyoprotektorler, hiicre, doku ve organlar1 radyasyona karsi

koruyan ve daha direncli hale getiren maddelerdir (1,20).

Pek ¢ok kimyasal maddenin iyonize radyasyonun zararli etkilerine karsi koruyucu
etkilerinin olup olmadigmi belirlemek i¢in pek ¢ok arastirma yapilmistir. Bu koruyucu
etkinlik insanlarda radyasyondan kaynaklanan hasarin azaltilabilmesi ve radyoterapinin

yan etkilerine karst profilaktik tedavi secenegi sunmasi bakimindan Onemlidir.



Glinlimiizde radyasyona bagli gelisen istenmeyen etkilerin azaltilmasi, hatta ortadan
kaldirilmasi, deneysel hayvan modelleri iizerinde yapilan ¢aligmalarla daha da 6nem

kazanmaktadir (4,8).

Bu ¢alisma, iyonize radyasyon neticesinde meydana gelen ROT ve RNT’ nin zararlarini

azaltmada propolisin etkinligini ortaya ¢ikarmak icin yapilan bir aragtirmadir.

Propolis bal arilarinin bitkilerden topladigi recine maddesinin adidir ve ¢ok eski
yillardan beri Halk hekimleri tarafindan antibakteriyal, antiinflammatuvar, antifungal,

amaglarla cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.

Propolis, flavanoid aglikonlar, polifenollar, fenolik asit ve esterleri, fenolik aldehitler,
ketonlar, terpenler, steroller, vitaminler, seker, mineral elementlerden ve amino asitlerin
karisimindan meydana gelen zengin 6gelerden olusur. En fazla flavanoidler, kafeik asit
ve esterleri bulunur ve propolisin biyolojik aktif bilesenleridir. Kafeit asit fenetil ester

(KAFE) propolisin aktif antiinflamutuvar komponenti olan fenolik bir antioksidandir

(5).

Bu c¢alismada total kafa isinlamasi ile olusan nitrozatif stresin olusturdugu hasarda
propolisin muhtemel koruyucu etkilerini beyin dokusunda nitrik oksit (NO®), nitrik oksit
sentaz  (NOS) ve peroksinitrit (ONOO") parametreleri Olgerek arastirmayi

amaclamaktay1z.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Radyasyon

Radyasyon kelimesi genel olarak 1s1k yaymak anlamina gelir. Aym1 zamanda madde
icinde sogurulan ve transfer edilen bir enerjidir. Bir bagka tanimla radyasyon enerjinin
boslukta yayilabilen bir tiirlidiir. Enerjinin kimyasal, elektrik, yercekimi, 1s1, manyetik,
niikleer, ses, 151k gibi ¢esitli tiirleri vardir. Radyasyon bu gruplardan 1s1k enerjisi altinda

siniflandirilmaktadir (21-23).

Isik enerjisi fotonlarin hareketidir. Elektromanyetik dalgalarin 151k spektrumu 11k
enerjisini gosterir. Diinya tizerindeki tiim yasam giinesten gelen 151k enerjisine baglidir.
Isik enerjisine ornek olarak radyo dalgalari (AM, FM, TV), mikrodalgalar, X-1sinlar
verilebilir (22).

2.2. Radyoaktivite

Atomlarin cekirdeklerini teskil eden niikleonlarin orani (proton sayisi/ndtron sayist),
hafif elementlerde 1 (bir) iken agir elementlere dogru ise ndétronlar lehine artmaya
baslamakta ve belirli bir yerden sonra daha 6nce bahsettigimiz ¢ekirdek icindeki kararl
durum tamamen ortadan kalkmaktadir. Radyoniikleotit olarak adlandirilan bu tarz
cekirdekler fazla sayidaki niikleonlarindan Gtiirii kararsiz olup sahip olduklar1 fazla
enerjiyli de radyasyon yaymak suretiyle diizenlemeye ¢alisirlar. Cekirdeklerin dogal
yada disaridan verilen uyarim ile bombardimani sonucunda yapay sekilde parcalanmasi

radyoaktivite/radyoaktif par¢alanma olarak adlandirilmaktadir (Sekil 1) (21,22).

Enerji

Radyasyon

Radyoaktif Atom

Q

Partikiil

Sekil 1. Radyoaktif atomun pargalanmasi, enerji, radyasyon ve partikiiliin ortaya ¢ikisi



Bazi elementlerin girici radyasyon yayabilmesi seklinde de tanimlanan radyoaktivite,
1896 yilinda Henri Becquerel tarafindan agir bir metal olan uranyumun kagittan gecerek
karanlik odadaki fotograf kagidin1 karartan 1sinlar yaymasmin belirlenmesiyle
kesfedilmistir. H. Becquerelin bu kesfinde X-isinlarmin bundan sadece bir sene
oncesinde bulunmus olmasinin rolii biiyiiktiir. Bundan hemen sonra Marie Curie ve esi
Pierre Curie benzer radyoaktif 6zellikleri bulunan diger elementler lizerinde arastirmalar
yapmiglardir. 1898” de radyoaktif 1sinlarin varligini kanitlayarak Radyum ve Polonyum
elementlerinin radyoaktivitelerini kesfetmislerdir. 1934 yilinda ise kizlar1 Irene Joliot
Curie Onceleri kararli olan elementlerin radyoaktif hale getirilebilecegini gostererek
yapay radyoaktiviteyi kesfetmistir. Bu kesiften ve 0Ozellikle de fiizyon olaymnin

aciklanmasindan sonra yapay radyoaktiviteye sahip bircok madde gelistirilmistir (22).
2.3. Radyasyon Birimleri

Iyonizan radyasyonlarm tani ve tedavi amach olarak kullanilmaya baslanmas: ile
radyasyon Ol¢iim degerlerine gerek duyulmaya baglanmis olup bu baglamda da
radyasyonla ilgili smirlayict birimler gelistirilmistir. Gelistirilen bu radyasyon
birimlerinden ilki 1928” de tanimlanan “Rontgen (R)”dir. Daha sonra da diger
radyasyon birimleri ortaya ¢ikmistir. Yakin bir tarihe kadar kullanilmakta olan klasik
radyasyon birimleri 1986’dan itibaren radikal bir degisim gecirmis olup yerlerine
“Uluslararas1 Birim Sistemi (SI)”’ne ge¢ilmistir. Giinlimiiz diinyasinda yeni birimler

gecerlidir. Geleneksel ve yeni SI birimleri Tablo 1°de gortilmektedir (22,24).



Tablo 1. Radyasyon ile ilgili Eski ve Yeni Birimler ile Birbirlerine Déniisiimleri (24)

Eski Yeni Diéniisiim
Fiziki Biiyiikliik Birimi/Sembolii Birimi/Sembolii Degerleri
Radyoaktivite Curie Becquerel 1¢i=3.7x10" Bq
Siddet Birimi (Ci) (Bq) 1Bq=2.7x10"Ci
I R= 2.58x10-4
o Rontgen Coloumb/kilogram  C/kg
Isinlama Birimi
(R) (C/kg) 1 C/kg=3876R
1 Rad=0.01 Gy
Sogurulan Doz )
o Rad Gray 1 Gy =100 Rad
Birimi _ ) )
(rad) (Gy) 1 Gy=100 ¢Gy
_ § 1 Rem=10.01 Sv
Biyolojik Doz .
o Rem Sievert 1 Sv=100 Rem
Birimi _
(rem) (Sv) 1 Sv=1000 mSv
. _ 1 R/s =2.425 Gy/sn
Radyasyon Siddeti . . _
o Rontgen / Saat Gray / Saniye 1nGy/sn=0.4124
Birimi

(R/s) (Gy/sn) R/s

2.3.1. Radyoaktivite Siddet Birimi

Radyoaktivite siddet birimleri “Becquerel (Bq)” ya da “Curie (Ci)”dir. Bunlardan Ci,
geleneksel birimi olup saniyede 3.7 x 10'" ¢ekirdegin pargalandigit maddede
radyoaktivite siddeti 1 Ci’dir. Yalnizca dogal radyoizotoplarin bilindigi zamanlarda
radyasyon kaynagi olarak kullanilmis olan Radyum’un 1 gramimin 1 saniyelik
radyoaktivitesinin ol¢iimii 1 Ci olarak kabul edilmis olup bunun da 3.7 x 10%°
parcalanma/sn degerine tekabiil ettigi tespit edilmistir (22,24). SI’ye gore radyoaktivite
siddetinin yeni birimi ise Bq’dir. Saniyede bir ¢ekirde§in parcalandigi bir maddede
radyoaktivite siddeti 1 Bq’dir. Hem Ci hem de Bq’nin birbirine doniisiimii ise su
sekildedir; 1 Ci = 3.7 x 10'° Bq = 37 GBq (Giga Becquerel) seklindedir. Bq, Ci’ye
kiyasla daha kiiciik degerlerde bir radyoaktivite siddet birimi olup diisiik siddetlerde
olan radyoaktivitelerin tanimlanmasinda ¢ok daha fazla tercih edilmektedir. Buna karsin
yiiksek siddetli radyoaktivitenin Bq ile belirtilmesi fazla sifirh  rakamlarin

kullanilmasini gerektirdigi i¢in oldukca zahmetlidir (21,22).



2.3.2. Radyasyon Enerjisi Birimi

Radyasyon enerjisi bir elektronun vakum iginde ve 1 volt’luk (V) potansiyel farkina
sahip olan elektriksel bir alan etkisiyle hizlandirildig1 zaman kazanmis oldugu kinetik
enerjiyi ifade etmekte olup birimi de elektronvolt (eV)’dir. eV oldukea kiiclik degerde
bir enerji birimi olup bu nedenle de pratikte ifade edilen degerler ¢ogunlukla kilo
elektronvolt (keV = 10° eV) ya da mega elektronvol (MeV = 10° eV) kullanilmaktadir
(21,22,24,25).

2.3.3. Radyasyon Siddeti Birimi

X veya y-151n1 kaynaklar: tarafindan kaynagin 1 metre uzaginda olusturulan radyasyon
siddeti radyasyon siddet birimi olarak adlandirilmaktadir. Geleneksel sisteme gore
birimi 1 m’ de Rontgen/saat (R/s), SI’ye gore ise 1 m’de Gray/saniye (Gy/sn)’dir. Bu

birimlerin doniisiimii asagidaki gibidir;
1 uGy/sn (mikrogray/sn) = 0.4124 R/s veya 1 R/s = 2.425 Gy/sn.

X 111 kaynagi tarafindan 1 metre uzaklikta olusturulan radyasyon siddetin cihaza ve o
andaki miliamper (mA) ve keV degerine bagli olarak degismekte olup ¢ogunlukla da X
1s1n1 cihazlarn radyoizotoplara gore oldukga yiiksek radyasyon ¢ikisina sahip olan

cthazlardir (24,25).
2.3.4. Radyasyon Alan Siddeti Birimi

Birim alanda maruz kalinan radyasyon miktar1 radyasyon alan siddeti olarak
tanimlanmaktadir. Geleneksel birimi R/s iken SI’ye gore ise Columb/kilogram/saniye
(C/kg/sn)’dir. Dolayisiyla da 1 R/s’lik radyasyon siddetinin oldugu bir radyasyon
bolgesinde 60 dakika siireyle bulunan bir kisi 1 R, 120 dakika boyunca bulunan bir kisi
de 2 R’lik radyasyona maruz kalir (21,22,26).

2.3.5. Isinlama Birimi

Enerjileri 3 MeV’ye kadar olan X veya y-isinlart i¢in tarif edilen bir birim olan
1sinlanma birimi belirtilen bu radyasyon tiirlerinin havada yarattiklar1 iyonlasmanin
olgiisiinii ifade etmektedir. ilk olarak 1928’de tanimlanmis olan 1sinlanma birimi

geleneksel olarak rontgen ifadesiyle glinlimiize dek gelmistir. Normal kosullar altinda 1



cm® havada (0.001293 gr), 1 elektrostatik yiik birimi meydana getiren (1 elektrostatik
{inite=2.08 x 10° iyon ciftidir) X veya y-1s1n1 miktar1 1 Réntgen (R)'dir. R birimi tanimi
itibariyle SI’ya uymadigindan daha sonra C/kg) olarak yeni bir birim tarifi yapilmstir.
Bu tanima gore 1sinlanma birimi, normal kosullarda 1 kg havada 1 C’lik elektrik yiikiine
esdeger iyon ¢ifti olusturan X/ y-151n1 miktaridir. Bu iki birimin birbirine doniisiimii su

sekildedir; 1 C/kg = 3876 R veya 1R =2.58 x 10™* C/kg hava'dir (21,22,24-26).
2.3.6. Fiziki (Sogurulan) Doz Birimi

Radyasyon dozuyla ilgili olarak sadece R ve C birimleriyle yetinilmekle kalinmamis
sogrulan radyasyonun belirlenmesi i¢in de bir birime gerek duyulmustur. Bu
gereklilikten yola ¢ikilarak radyasyon absorbsiyon dozu ya da sogrulan doz olarak
bilinen “Rad” birimi tarif edilmistir. Rad, bir 1sinlanma sirasinda 1sinlanan maddenin 1
gr absorbladig1 enerji 100 erg (6.2 x 10" MeV) oldugu zaman alman dozu ifade
etmektedir. SI’ye gore Rad’in yeni birimi ise Gy’dir. Gy, bir 1smmlanma sirasinda
ortalama 1 J/kg enerji aktaran radyasyon dozunu ifade eder. Belirtilen birimlerin
birbirine déniisiimii su sekildedir; 1 Gy = 1 J/kg = 107 erg = 100 Rad seklinde
gerceklesmektedir. 1 R’lik X/y-1s1n1na maruz kalan hava tarafindan sogrulan radyasyon
dozu 0.88 Rad iken canli dokular tarafindan sogrulan doz ise 0.98 Rad’dir. Rontgenin
tanim1 dikkate alindiginda radyasyonun cinsinin X veya y-isinlar1 oldugu, ortam olarak
da havanin ifade edildigi goriilmektedir. Bu sebepten otiirii de R birimi yalnizca
yukarida belirtilen 1sinlar ve bunlarin sadece havadaki iyonize etkileri i¢in kullanilir

(21,22,24-26).
2.3.7. Biyolojik Doz Birimi

Absorblanan doz birimi canli dokularda absorblanan radyasyon dozunun biyolojik
etkilerinin radyasyonun tiirline bagl olarak farklilik arz ettigi i¢in kullanilmaktadir.
Canli dokularda radyasyonun absorblanan miktarmin ifade edilmesi i¢in farkli birim
olarak “biyolojik doz birimi” kullanilmakta olup bu birimde radyasyonun biyolojik
etkisi yalnmizca radyasyonun canli dokulara aktarmis oldugu enerji miktarma bagl
olmayip radyasyon tiiriine ve diger baz1 faktorlere de baglidir. Bu sebepten otiirli de
radyasyonu canli dokulardaki etkilerinin belirlenmesinde kullanilacak olan doz
biriminin biitiin bu faktorleri igermesi gerekir ki bu faktorler kalite faktorii ya da rolatif

biyolojik etkinlik (RBE) olarak tarif edilmistir (21,22,24-26).
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2.4. Radyasyon Kaynaklar:

Insanoglu var olusundan itibaren her daim radyasyon ile i¢ i¢e yasamistir. Diinyanin
olusumuyla beraber dogada yerini almis olan olduk¢a uzun 6miirlii radyoaktif maddeler
yasanilan ortamda kac¢inilmaz ve normal olarak kabul edildigi i¢in dogal bir radyasyon
diizeyi olusturmuslardir. Bu dogal radyasyon diizeyi geride biraktigimiz yiizyilda
niikleer denemeler ve degisik teknolojik iiriinlerin kullanimiyla ciddi bir artis olmustur.
Maruz kalmman dogal radyasyon diizeyi biiyiikliigiinii belirleyen pek c¢ok faktér soz
konusudur. Yasanilan yer, bunun toprak yapisi, i¢inde yasanilan binalarda kullanilmakta
olan malzemeler, algak/yiliksek basing, kar, riizgar yonii gibi pek cok faktoér dogal
radyasyon diizeyi iizerinde etkilidir. Radyasyon kaynaklar1 dogal ve yapay radyasyon
kaynaklar1 seklinde iki grup altinda toplanmaktadir. Bunlardan dogal radyasyon
kaynaklar1 insan katkisinin s6z konusu olmadig1 kaynaklar1 ifade etmekte olup i¢ ve dis
kaynakli olabilmektedirler. Dig kaynakli dogal radyasyon kaynaklar1 kozmik radyasyon
ve yeryliziindeki kaya ve topraklarin yapisindaki radyoaktif elementler tarafindan
yayilan radyasyonlar ifade eder. I¢ kaynakli dogal radyasyon kaynaklar1 ise canlilarin
viicudunda dogal olarak bulunmakta olan Radyum-226, Potasyum-40, Karbon-14 gibi
izotoplar tarafindan yayilan radyasyondur. Tiim canlilarin etkilendigi bu radyasyon
“cevre radyasyonu” (Background Radiation) olarak da adlandirilir. Bu radyasyon
diizeyleri yasanilan yere, toprak bilesimine, binalarda kullanilan malzemelere,
mevsimlere, yiiksekliklere ve hava kosullarina bagli olarak degisebilmektedir. Diger bir
radyasyon kaynagi olan yapay radyasyon ise insan aktivitelerine bagl olarak cevreye
dahil olan radyoaktif maddelerden kaynaklidir. Dogal kaynakli radyasyon herkes
tizerinde etkili olmasina karsin yapay kaynakli radyasyonlar ise belirli zamanlarda ve
belirli kisileri etkilemektedir. Yapay radyasyon giiniimiizde zirai, tibbi ve endiistriyel

alanlarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (27,28).
2.4.1. Dogal Radyasyon Kaynaklari

Insanlarin maruz kaldig1 radyasyonun énemli bir bdliimii dogal radyasyon olup maruz
kalinan radyasyonun yaklasik %382’sini teskil eder (27,28). Bunun bir bdliimiini
uzaydan gelen kozmik 1sinlar olusturmakta olup bunlarin biiylik boliimii atmosferden
gecerken tutulmakta, yalnizca kiigiik bir kismi yeryliziine ulagmaktadir. Bir dagin
zirvesinde ya da havada yol almakta olan bir ugakta bulunan kisi deniz seviyesindekine

gore daha fazla kozmik 1sinlara maruz kalmaktadir. Baska bir sekilde ifade etmek
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gerekirse bir pilot ugus siiresince deniz seviyesindeki bir kiginin maruz kaldigi dogal
radyasyondan daha fazlasina maruz kalir (yaklasik 20 kat daha fazla). Giinliik hayatta
kozmik 1sinlara bagli olarak maruz kalinan radyasyon dozunun diinya ortalamasi 0.39
mSv / yil’dir. Diinyada yaygin bir sekilde tiiketilmekte olan fosil yakitlar dogal ve uzun
Oomiirlii radyoaktif elementler icermekte olup bunlar yakit icerisindeyken bir radyasyon
riskine sahip degildirler. Fakat yakildiklar1 zaman bunlar atmosfere yayilip daha sonra
topraga donmek suretiyle dogal radyasyon seviyesinde az da olsa bir artisa yol agar.
Dogadaki mevcut kisa omiirlii radyoaktif elementler tarafindan yayilan y 1sinlarinin da
katkis1 sonucunda topraktan maruz kalinan radyasyon dozunun diinya ortalamasi yillik
0.46 mSv’dir. Insan viicudunda bulunan radyoaktif elementlerden otiirii de belirli bir
radyasyona maruz kalinmakta olup bu sekilde yillik ortalama 0.23 mSv’lik bir
radyasyona maruz kalinmaktadir (27). Diinyada dogal radyasyon kaynaklarindan maruz
kalinan yillik doz 2.4 mSv iken bu deger bolgelere gore 1-10 mSv arasinda degisiklik
arz etmektedir (29,30).

2.4.2. Yapay Radyasyon Kaynaklari

Gelismis ekonomilerin ve yiiksek yasam kosullarinin dogada bulunmayan cesitli
radyasyon kaynaklar1 kullanilmaksizin siireklilik arz edebileceginin diisiiniilmesi su an
icin pek olasi goriinmemektedir. Bu sebepten otiirli de teknoloji alaninda yasanan
degisim ve gelisimin bir geregi olarak cesitli radyasyon kaynaklarinin yapay sekilde
tiretilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Bu kaynaklar pek c¢ok isin daha kolay, hizli, kaliteli,
ucuz ve basit bir sekilde yapilmasina imkan tanimaktadir (27,30). Iyonlastirict 151n1n
kullanildig: tanisal radyolojik islemler insanlar tarafindan olusturulan tibbi radyasyonun

en 6nemli kaynagini teskil etmektedir (4).
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Tablo 2. Yillik Radyasyon Dozunun Dogal ve Yapay Radyasyon Kaynaklarina Gore
Ortalamalariin Dagilimi

Radvasvon Kavnaklair: Doz(ImsSv)
Dogal
Kozmilk 0.39
Gama 0.46
Ic B3.23
Radon 1.30
Yapayv
Tibbi 0.30
Serpinti 0.007
Mesleli 0.002
Anlklar 0.001
Tiiketici Uriinleri 0.0005

Amerika’da bir kisinin yillik dogal ve yapay radyasyon kaynaklarina bagli olarak maruz
kaldig1 radyasyon dozu ortalamast 3.6 mSv olup bu dozlarin kaynaklar1 Sekil 2’deki
gibidir (31,32).

Tibbi X-isinlan %11
Nukleer Tip Uygulamalari %4

-Tiketim Uriinleri %3

Sekil 2. Amerika Birlesik Devletlerin’de dogal ve yapay radyasyon kaynaklarindan
maruz kalinan radyasyon dozunun yiizde degerleri (22).
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2.4.3. Radyasyonun Etkileri
2.4.3.1. Radyasyonun Olumlu Etkileri

Radyasyona maruz kalan bir molekiilde radyasyonun etkisi dis orbitalinde yer alan
elektronlar1 saptirmasi olup bu etki fizik tanimiyla molekiiliin iyonlastirilmasidir.
Radyasyonun etkisiyle iyonize olan hava bu sekilde elektriksel bir 6zellige sahip olur.
Bu da havay1 iliman bir dengeye ulastirirsa herhangi bir sakincali duruma neden olmaz
iken fazla olmasi durumunda ise ters etkiye neden olabilir (bas agrisi, sinirlilik, vb.). Bu
tarz etki olduk¢a masum gibi goriinen radyasyonlarda, 6rnegin bilgisayar ve televizyon
basinda vakit gecirmede bile fark edilebilir. Buna karsin belirtilen bu etki rontgen
laboratuvarlarinda daha fazladir (27,33).

Radyasyon doku ve hiicrelerdeki iyonizasyonu, su Tlizerine yapinca dolayh
reaksiyonlarla dokularda oksijen (O;) diizeyinin artmasina, O artis1 belirli sinirlart
gectiginde olay tersine dondiigii, fazla O:’den dolayr enzimlerin inaktivasyonu
neticesinde hiicrede 6liime kadar giden durumlar ortaya ¢ikar. Radyasyonun diger bir
onemli biyolojik etkisi ise DNA sarmallarina olan etkisidir. Onemli bir molekiil olan
DNA hiicre icerisinde helezon seklindeki dizileri temsil etmekte olup bunlar oldukca
nazik bir elektromanyetik dengedir. Olduk¢a sert ve devamli radyasyon 1sinlar1 ise bu
helezonlarin kopmasina yol agmaktadir. Sayet kopmalar ciddi bir bdlgeden
gerceklesirse hiicre olmektedir. Daha da tehlikelisi, bu helezonlarin 6liime neden
olmayan yaralar almasidir ki bu durumda sakat hiicre motifi ortaya ¢ikarmaktadir

(27,33,34).

Kanser tedavisinde hiicrelerin 6liimiine yol agacak diizeyde radyasyon uygulanmakta
olup bazi arastirmacilar mikroplarin radyasyona son derece dayanikli yeni bitkilerin
radyasyonun neden oldugu zararl etkilere kars1 dayanikli oldugunu bildirmislerdir (33-

35).

2.4.3.2. Radyasyonun Olumsuz Etkileri

Radyasyonun zararli etki gostermesi asagidaki iki kosula baglidir:
- Ismin gucu.

- Ismin etki stiresi.
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Bir 1smin etki siiresi kisa olursa ne kadar giiclii olursa olsun ise ¢ok fazla tehlikeli
degildir. Buna karsin giicii fazla olmayan 1s1na uzun siire maruz kalinmast durumunda
ciddi riskler s6z konusu olabilmektedir. Tipki glineste fazla kalma durumu gibi esas
olan siiredir. Tiim organ ve hiicreler 1sinlara kars1 aym1 hassasiyete sahip degildirler.
Genel olarak siirekli faaliyette olan ve iireyen hiicreler 1s1na kars1 daha duyarli olup bu
sebepten otiirii de negatif etkiler bu tarz doku ve hiicreler lizerinde daha fazladir (33-

36).

Radyasyonun en ciddi etkisi kemik 1iligi iizerindedir. Siirekli hiicre yapiminin
gerceklestigi kemik iligi 1sinlara karst yliksek duyarliliga sahiptir. Az miktardaki 151
kemik iligini aktive edip gili¢lendirmektedir. Bu nedenle de giines ve kaplicalar
kansizligin en iyi ilaci konumundadirlar. Buna karsin radyasyonun belirli sinirlari
asmast durumunda ciddi riskler de bag gosterir. Isinin siddeti ve siiresine bagli olarak en
hafif etki kansizlik ve savunma hiicrelerinde giigsiizliik seklindedir. Daha sonra ise ilik
ile kemik iliginde “aplazi” olarak adlandirilan iflas durumu ortaya ¢ikmakta olup bunun
sonucunda O6lim meydana gelir. Diger bir olumsuz etki de kan kanseridir. Kemik
iliginde agir olmayan negatif bir etki asgari 1 milyon Bq giiclinde bir kaynagin ortalama
siiredeki tesirinden ortaya ¢ikmakta olup bu etki anemi ve savunma hiicrelerindeki

giicsiizliglin sebebidir (33-36).
2.4.3.3. Radyasyonun Biyolojik Etkileri
2.4.3.3.1. Etkileme Mekanizmalari

Radyasyonun “dogrudan etkileme” ve “dolayl etkileme” olmak flizere iki etkileme
mekanizmas1 bulunmakta olup bunlardan dogrudan etkileme iyonizan radyasyonun
DNA ile dogrudan etkilesmesi neticesinde ortaya ¢ikan DNA hasaridir. Dolayl: etki ise
su molekiillerinin iyonlagsmasi neticesinde ortaya cikan serbest radikallerin hiicre

molekiilleriyle etkilesimi sebebiyle ortaya ¢ikan hasari ifade eder (36,37).

Iyonizan radyasyonlarm biyolojik etkileri radyasyonun doku igerisinden gegerken
dokuyu meydana getiren/dokuda bulunan atomlarin uyarilmasi, iyonizasyonu ya da
molekiiler yapilarin bozulmasina bagli olarak ortaya ¢ikan etkilerdir (38). Biyolojik
yapinin radyasyon ile etkilesimi neticesinde somatik ve genetik olmak iizere 2 tarz etki

gozlenir (39,40).
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N = Notron

+ = Proton iyonize
% partikiil
—
. =0
elektron
Pozitif iyon

Sekil 3. Radyasyonun iyonize edici etkisi

2.4.3.3.2. Radyasyon Somatik Etkileri

Maruz kalinan total radyasyon dozu, maruz kalinan siire, viicudun 1s1n verilen bolgesine

bagl olarak degisiklik arz edebilen somatik etkiler akut ve kronik etkiler seklinde 2’ye

ayrilabilir (Sekil 4) (39-41).

Radvasvonun Bivoloijik Etkileri

N

Somatik (Bedensel) Etkiler Genetik Etkiler

S N

Akut (Ani) Kronik (Ge¢-Kanserojen)

Etkiler Etkiler \

Non-Stokastik Stokastik (Esik Dozsuz)
(Esik Dozlu) Etkiler Etkiler

Sekil 4. Radyasyonun Biyolojik Etkileri (42).
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2.4.3.3.3. Radyasyonun Genetik Etkileri

Radyasyona maruz kalan kisilerde degil de daha sonraki nesillerinde ortaya ¢ikan
etkileri ifade eder (38). Hayvan deneylerinden elde edilen sonuglara dayanmaktadir.
Zira insanlarda radyasyon maruziyetinin genetik risklerinin tahmin edilmesine yonelik

olduke¢a az dogrudan bulgu s6z konusudur (39,40).
2.4.3.4. Diisiik Doz Radyasyonun Etkileri

Diisiik doz radyasyonun biyolojik etkileri i¢in bir esik deger varlig tartisilmaktadir.
Daha yiiksek dozlarda elde edilen radyasyonun etkisi diisik dozun insanlara olan
etkilerine dair abartili tahminlere gotiirmesi yiiksek bir ihtimaldir. Radyasyona maruz
kalis riskinin degerlendirilmesinde muhafazakar yaklagiminda asagidaki goriisler s6z

konusudur (39).

1. Son derece diisiik radyasyon dozlarimin muhtemel etkileri yiiksek dozlardaki

bilinen sonuglar ile dogrudan iligki igerisindedir (Lineer Hipotez)

2. Radyasyonun herhangi bir miktar1 risk arz eder, herhangi bir esik deger s6z

konusu degildir.

3. Araliklarla birkag¢ kiigiik dozun tek bir doz ile verilenin toplamina esit olan

kiimiilatif bir etkisi s6z konusudur.
4. Radyasyon yaralanmasinin tamiri s6z konusu degildir
2.4.3.4.1. Radyasyonun Deri Uzerindeki Etkileri

Intraoperatif radyasyon tedavisi digindaki biitin radyasyon tedavileri ve
yaralanmalariin biiytik bolimi deriyi ilgilendirir. Derinin radyasyona yaniti alt1 aydan
kisa siirede ortaya cikiyor ise “erken reaksiyon”, alti aydan daha uzun siirede ortaya
cikiyor ise “ge¢ reaksiyon” olarak ifade edilmekte olup bu degisikliklerin siddeti doz-
zaman-hacim faktorleri ile iligkilidir (25,37,42).
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2.4.3.4.2. Radyasyonun Hematopoietik Sisteme Etkisi

Hematopoetik sistem ve bununla iligkili lenfoit sistem hiicreleri radyasyona karsi
oldukca duyarhidir. Dolagimdaki biitiin kan hiicreleri ve trombositleri meydana getiren
kemik iligindeki ana hiicreler, karaciger, dalak, lenf nodlari, timustaki lenfoid dokular
radyasyona karst son derece duyarlidirlar. Dolasimda bulunan olgun eritrositler ve
trombositler ¢ekirdekleri olmadigindan radyasyona karst daha direnclidirler.
Dolasimdaki lenfositler radyasyona karsi son derece duyarli olup normal titrelerinden
(2100/ml) 1s1mnlanma sonrasi bariz bir diisiis gosterebilir ki bu da doz diizeylerini
gosterir. 100 mGy gibi diisiik dozlarda dolagimdaki lenfosit oraninda bariz bir diisiis
gozlenir. Etki pansitopeni olup trombositlerin azalmasina bagli olarak hemorajiye,
akyuvarlarin azalmasi enfeksiyona, alyuvarlarin azalmasi da anemiye neden olur

(25,42,43).
2.4.3.4.3. Iyonize Radyasyonun Reprodiiktif Sisteme Etkisi

Reprodiiktif (Ureme) sistem hiicreleri radyasyona karst olduk¢a duyarli olan
hiicrelerdir. Erkeklerde ana hiicreler ve ¢ogalmakta olan spermatogonia radyasyona
kars1 son derece duyarli iken spermatidler ve olgun spermler ise ciddi direnclidirler.
Ayni zamanda hormon {iretiminden ve ikincil esey karakterlerinin olusumundan
sorumlu olan testisin interstisyel hiicreleri de radyasyona karsi direncglidirler. Bu
sebepten otiirii de 6 Gy’lik sterilize edici dozda cinsel gii¢ prostatin ve seminal
vezikiillerin s1v1 iiretimi, sakal, ses ve erkek sosyal davranigi radyasyondan etkilenmez.
Spermatogenezin turnover zamani (stem cell’den olgun sperm) ortalama 64-72 giin
siirdiigiinden ve ayni zamanda oldun sperm hiicresi radyasyonun letal etkisine direngli
oldugundan sterilite higbir zaman radyasyon dozundan hemen sonra goriilmemektedir.
Bununla beraber olgun spermde genetik hasar ortaya ¢ikabilir. Erkeklerde kalic sterilite
icin yaklasik 6 Gy’lik radyasyon dozu gerekmekte olup sterilite ise aylar sonra ortaya
cikar. Bununla birlikte daha diistik dozlar da aylar sonra steriliteye yol agsa bile bu
etkici daimi degildir. Fertilite ve normale yakin sperm sayilari yaklasik 1-2 yil

icerisinde geri donmektedir (25,37,42,43).
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2.4.3.4.4. Tyonize Radyasyonun Go6z Lensine Etkisi

Diisiik radyasyon dozlarinda (2-6 Gy) katarakt formasyonuna yol agan lens hasari
gozlenir. Lensin anterior ekvatoryal bolgesinde bulunan boliinme 6zelligindeki epitel,
gb¢ eden, uzayan ve transparan fiberlere organize olarak lensi yapan hiicreleri meydana
getirir. Transparan fiberler lens ¢ekirdegine dogru go¢ eder. Hiicreleri uzaklastiracak
olan bir bagka mekanizma olmadigindan radyasyondan hasar gdrmiis olan hiicreler
posteriora ve i¢ kisimlara dogru opasite olarak hareket eder ve sonucunda da katarakt
olusur. Onemli o6zelligi dogal olarak olusan katarakttan oOzel goriiniisiiyle ayirt
edilebilmesi olup olusmast i¢in smir doz degeri s6z konusudur. Biitiin is yasami
stiresince 15 Sv’lik total doz limitinin altinda kalinmasi durumunda ya da 2 Gy’nin
altinda tek 1sinlamada radyasyona bagli olarak katarakt gozlenmemektedir. Bununla
birlikte 2.5-6 Gy’lik tek bir dozun ardindan katarakt ortaya ¢ikmasi i¢in latent periyod
stiresi ortalama 8 yildir (44).

2.4.3.4.5. Radyasyonun Fetiise Etkisi

Radyasyonun fetal etkileri nispi olarak diisiik radyasyon dozlarinda gozlenmektedir.
Fetiis ¢cok sayida andiferansiye hiicreyle yiiksek proliferatif bir sistem oldugundan
radyasyona kars1 son derece duyarlidir. Bu etki yalnizca doza bagl degildir. Ayni
zamanda 1sinlanma esnasindaki gestasyonel yasla da iligkilidir (25,37,41,42,44).

2.5. Radyoterapi (Radyasyon Tedavisi)

Radyoterapi kanserli hiicreleri oldiirerek iyilestirme veya en azindan sikintili
semptomlar1 hafifletmek i¢in kullanilir. Yiiksek enerjili X 1sinlari, gama isinlar1 veya
elektron 1511 hastalikli dokuya dogru yonlendirilerek yiiksek doz wverilir. Ayrica
cevredeki saglikll hiicrelere de zarar verebilmektedir. Viicutta bir timor derin ise zarari
azaltmak amaciyla kiris ¢esitli yonden isaretlenir. Bagka bir tedavi sekli ise radyoaktif
kaynaklarin viicut bosluklarina ya da doku arasina gegici siireligine yerlestirilerek
yapilan tedavi sekli olup bu yontem “brakiterapi” olarak adlandirilmaktadir.
Radyoterapi dozlar giiclii oldugu i¢in bu tiir bir tedavi sadece iyilesme veya rahatlama

acisindan iyi oldugunda ve diger tedavi yontemleri daha az etkili oldugunda kullanilir.

Radyoterapi kanser tedavisinde etkili olmakla beraber diger dokularda kansere ya da

gelecek nesillerde negatif kalitsal etkilere de yol agabilmektedir. Radyoterapideki esas

19



amaglardan  birisi  yan etkilerin minimize edilitrken tedavi etkinliginin

maksimizasyonunu saglanmasidir (45).
2.5.1. Radyoterapinin Etki Mekanizmasi

Radyoterapi internal (viicut i¢i) ve eksternal (viicut) yolla uygulanabilmektedir.
Eksternal olarak gergeklestirilen radyoterapide 6zel cihazlar kullanilir. Bu cihazlar
tarafindan iiretilen X veya gama isinlar1 kanserli bdlgeye odaklanir. Internal yolla
uygulanan radyoterapide ise radyoaktif madde kanserli bolgeye yerlestirilmektedir ki bu
tarz terapi "brakiterapi" olarak adlandirilir. Radyasyonun neden oldugu yiiksek enerji
hiicrelerin genetik materyallerinin bir béliimiinde hasara neden olur ki bu durum hiicre
boliinmesinin durmasina yol agar. Bu sebepten otiirii de radyoterapiye maruz kalan
hiicreler oliir. Kanser hiicreleri ¢ok hizli ve asir1 bir sekilde c¢ogaldiklarinda
radyoterapiye kars1 diger hiicrelere gore daha duyarl olmakla beraber saglikli hiicreler
de radyoterapiden etkilenmektedirler. Bilhassa fonksiyonlar1 geregi normal olarak hizli
cogalma ozelligindeki deri, mide-barsak kanali ve mesane hiicreleri radyoterapiye karsi

duyarhdirlar (46).
2.5.2. Radyoterapinin Yan Etkileri

Radyoterapide amag kanserli hiicrelerin yok edilmesidir. Ancak tedavi alan1 igerisindeki
saglikl hiicreler de bu tedavi yonteminden etkilenmektedir. Yan etkiler genellikle hafif
olmakla birlikte bazen ciddi durumlara da yol acabilir (44). Muhtemel yan etkilerden
mimkiin oldugu kadar wuzak durabilmek i¢in radyoterapi seanslar seklinde
verilmektedir. Bununla birlikte yan etkileri minimize edebilmek i¢in tedavi alam
icerisinde bulunan ve isinlanmasima gerek olmayan saglikli dokularin radyasyondan
korunmasi i¢in 6zel yapilmis kursun koruma bloklart kullanilmaktadir. Radyoterapinin
yan etkileri tedavi boyunca goriilmekte olan "erken komplikasyonlar" ve tedaviden
belirli bir siire sonra ortaya ¢ikan "gec¢ komplikasyonlar" seklinde iki gruba ayrilir. Ayn1
zamanda muhtemel yan etkiler tedavinin uygulandig1 bolgeye gore de farklilik arz

etmektedir (47).

2.6. Radyasyonun Beyne Olan Etkileri

Merkezi sinir sisteminin (MSS) 6nemli bir parcast olan beyin, hem biyokimyasal
hemde yapisal farkliliklar gosteren kompleks bir organ olarak hayati 6nem tagir.

MSS’nin fonksiyonlarint devam ettirebilmesi i¢in uygun bir fizyolojik ortama ihtiyaci
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duydugu, beyin omurilik sivisiyla kan ve kanla sinir sistemi arasinda segici bariyer
mekanizmalarma sahip oldugu icin, su, glikoz, aminoasit, gaz ve elektrolitler kandan
beyne serbest olarak gecebilirken, biiyiikk molekiil agirligina sahip albumin gibi
molekiiller kan beyin bariyerini asamazlar. Pek¢ok kanser i¢in uygulanan iyonize
radyasyon tedavisi MSS doz smirlayic1 faktor olarak 6nemli bir yere sahip oldugu,
MSS orjinli primer beyin tiimorlerinin tedavisinde iyonize radyasyonun yan etkileri ve
normal beyin dokusunda yol agtig1 hasar tedaviyi gii¢lestirdigi, iyonize radyasyona
bagli beyin hasarinin olusumunda oksidatif stres, ROT ve RNT’ nin primer roli
oldugunu, beyin diger organlarla karsilastirildiginda ROT olusumu ve detoksifikasyonu
acisindan bazi dezavantajlara sahip oldugu ifade edilmektedir (48,49). Beyin viicut
agirhginin % 2 sini olusturmasina ragmen, beyin hiicrelerinin tiikettigi oksijen tiim
viicudun harcadig1 oksijenin % 20 si kadar oldugu, bu nedenle beyindeki oksidatif
fosforilasyon boyunca yiiksek miktarda ROT olugma potansiyelini sebep oldugu, bazi
bolgelerinin  yiiksek miktarda demir igerdigi, bu durumun ROT olusumunu
katalizleyebilecegi, beyin doymamis yag asit igeren lipitlerden zengin oldugundan lipid
peroksidasyonu i¢in Onemli bir hedef oldugu, viicudun diger organlariyla
karsilastirildiginda diisiik-orta derecede SOD, GSH-Px, katalaz aktivitesine sahip
oldugu ¢alismalarda belirtilmektedir (48,49).

2.7. Serbest Radikaller

Eslesmemis elektrona ihtiva eden atom ya da molekiiller serbest radikal olarak tarif
edilir, pozitif veya negatif yiiklii ya da yiiksiiz (nétr) olabilmekte ve daha biiyiik bir
yapinin komponenti ya da daha kiiclik ve serbest bir sekilde difiize olabilen tiirler

halinde olabilirler (50, 51).

Serbest radikaller organik ve inorganik molekiiller halinde bulunmaktadirlar. Sayet
elektron eslesmemisse molekiill daha reaktif duruma gelir, diger bir ifadeyle
kararsizlasir. Biyolojik sistemlerdeki molekiiller normal kosullarda oksijenin 6nemli bir
kismin1 oksijenli (aerobik) glikoliz ile ATP iiretmek icin bir dizi reaksiyon sonucunda
suya indirgemekte olup bu olaylar sirasinda bir miktar molekiiler oksijen kacagi
meydana gelir. Bu oksijenin indirgenmesiyle siiperoksit anyon radikali (O;"), hidrojen

peroksit (H>O2) ve hidroksil radikali (OH") gibi reaktif {irtinler olusur (52-54).
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Oksijen enerji ilavesi sonucunda tekli (singlet) oksijen ('O2) molekiiliinii meydana gelir.
0" de O2’ye tek bir elektron ilavesi sonucunda ortaya ¢ikar. O™ radikali, siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi tarafindan H>O>’ye indirgenir. H>O, diisiik toksisiteye sahip
olmasina karsin hiicresel membranlara kolay bir sekilde penetre olabilir. Bilhassa demir,
bakir gibi metal iyonlariin varlifinda O™ ve H2O:> yiiksek diizeyde reaktiviteye sahip
olan OH" olusumuyla iligkili olup “Fenton Reaksiyonu” olarak adlandirilir (52-54).
Serbest radikaller OH", O™, NO® gibi farkli kimyasal yapilara sahiptirler. Son derece

etkili olan ve hiicrede hasara yol agcan O™, SOD aracilig1 ile H2O> ve O;’e ¢evrilir (51).

2.7.1. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalari

Oksijen kaynakl radikaller daha o6nce de ifade edildigi lizere biyolojik sistemlerdeki en
onemli radikallerdir. O, molekiillii eslesmemis 2 adet elektrona sahip olup kimyasal
olarak diradikal bir molekiildiir. Eslesmemis elektronlar ayri orbitallerde olmasina
karsin hareket yonleri aymidir. O molekiilii bu baglamda elektron alicisi gibi
davranmakta ve bu nedenle de oksidasyona yol agmaktadir. Fakat orbital yapisindaki
ozellikten otiirli termodinamik olarak elektron almaya meyilli olmasina karsin kinetik
olarak ise elektron vermek istemez. O; diradikali bir molekiil veya atomu
oksitleyecekse, diger bir ifadeyle 2 elektron alacak ise bunlarin hareket yoniiniin tersi

istikamette hareket eden elektronlarin olmasi gerekir (52-54).

2.7.1.1. Mitokondri Elektron Transfer Zinciri

Mitokondri elektron transfer zinciri serbest oksijen radikallerinin olusum kaynaklarinin
basinda yer alir (55). Normal sartlarda O> molekiilii mitokondride sitokrom oksidaz
sistemiyle suya (H2O) doniistiiriiliir (23,56,57). NAD, FAD, Koenzim Q gibi elektron
transfer zincirinde bulunan c¢ok sayida bilesik O: ile reaksiyona girmek suretiyle tek
degerli oksijen kacagi olarak tanimlanmakta olan O™ salimimina yol acar. Normal O:
tilketimi esnasinda mitokondride meydana gelecek olan kacak neticesinde %?2-5

oraninda reaktif oksijen tiirleri (ROT) olugmaktadir (58-60).
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2.7.1.2. Enzimler

Solunum zincirindeki son molekiil olan O, dort adet elektron alarak suya indirgenir.
Bununla birlikte O> molekiilii her zaman tam manasiyla indirgenmemekte olup normal
kosullarda %1-5 oraninda O>" radikali ile H>O> olusur. Elektron transport zinciri
sirasinda mitokondrial sitokrom oksidaz enzimi molekiiler O>’nin dort elektron alarak
suya indirgenmesini kontrol etmektedir ki bu siire¢ kismen indirgenmis olan ROT
enziminin aktif bolgesine sikica baglidir ve hiicre agisindan herhangi bir risk arz
etmezler. Diger asamalarda (Sitokrom b-ubikinon) kismi olarak indirgenen ROT
baglanamaz ve bunlarin reaktifliginden 6tiirii normal hiicresel fonksiyonlarda bozulma

ortaya ¢ikabilir (61).

2.7.1.3. Fagositik Hiicreler

Fagositik aktiviteden sorumlu hiicreler de diger onemli serbest radikal kaynaklari
arasindadir. Fagositoz i¢in sitotoksik O radikalleri kullanilir. N6trofil ve makrofajler
yiiksek oranlarda O; kullandiklar1 i¢in hemen hemen tamamini1 O>™ ‘e ¢evirirler (61).
2.7.1.4. Peroksizomlar

Bunlar H>2O2’ 1n 6nemli hiicresel kaynaklari1 arasinda yer alir ve O2™ olmaksizin H>O;
iiretimine yol agarlar. Ortaya ¢ikan H>O>’nin 6nemli bir boliimii peroksizomal katalaz

(KAT) tarafindan metabolize edildiginde sitoplazmaya belirli diizeylerde H>O, difiize
olabilir (62).

2.7.1.5. Kiiciik Molekiillerin Oksidasyonu
Hidrokinonlar, tiyoller, katekolaminler ve hemoglobin (Hb) de serbest radikal

olusumunda etkili oldugu ifade edilmekte olup bunlar O> indirgenmesine yol acan O™

olusumuna neden olurlar (62).
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2.7.1.6. D1s Etkenler

Organik ve kimyasal maddelerin yanmasi sonucunda ortaya ¢ikmakta olan maddeler
onemli radikal kaynaklar1 ve tasiyicilar1 arasinda yer alir. Cevresel faktorlerle serbest
radikaller olusabilir. Hava kirliligi, sigara dumani, ilaglar, baz1 kimyasallar ve

hiperoksijenizasyon bu tarz ¢evresel faktorler arasinda yer almaktadir (63).

Gegis metalleri lipid peroksidasyonunu baglatmaktan c¢ok sentezlenmis lipid
hidroperoksitlerinin =~ parcalanmalarinin ~ ve  lipid  peroksidasyonunun  zincir

reaksiyonlarini katalizleyerek serbest radikallerin zararli etkilerini artirirlar (54).

Gegis metalleri hiicreleri lipid peroksidasyonuna karsi koruyan enzimler arasinda yer
alan SOD’un yapisinda bulunmakta olup ©6nemli mitokondrial sitokrom oksidaz
elementleri arasinda yer alirlar. Serbest bakir organizmada hiicre membranlar tizerinde

prooksidan ajan olarak gorev yapar (64).

Alkol kullanimi karaciger ve dis dokularda oksidatif stresi indiiklemek suretiyle lipid
oksidasyonuna neden oldugu, bunun da kompleks ve interaktif bir siire oldugu ifade
edilmektedir (65). Stres durumunda katekolamin seviyesinde artis gerceklesmekte olup

bunlarin oksidasyonu da 6nemli serbest radikalleri olustururlar (54,66).

2.7.2. Serbest Radikallerin Siniflandirilmasi

Orbitallerde, elektronlar ikiser olarak bulunmakta olup atomik ve molekiiler yapilarda
eslesmemis tek elektron kisimlar1 serbest radikal olarak adlandirilir (65). Eslesmemis
elektrona sahip olan radikaller diger molekiiller ile kolaylikla elektron alig-verisi yapan

bu tarz molekiilleri oksidan molekiilleri ya da ROT olarak adlandirilir (67).

Eslesmemis elektrona sahip olan atom, atom grubu veya molekiiller serbest radikal
olarak adlandirilmasma karsin Cu*?, Fe*’, Mn™ ve Mo" gibi gecis metalleri de
eslesmemis  elektrona  sahip olmalarina  karsin  serbest radikal olarak
nitelendirilmemektedir. Bununla birlikte belirtilen bu elementler serbest radikal kaynagi

olarak dnemli rol oynamaktadirlar (54).
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Tanimlama dikkate alinacak olursa O» bir diradikaldir. Diradikal O» radikal olmayan
maddeler ile son derece yavas reaksiyona girmesine karsin diger serbest radikaller ile
kolaylikla tepkimeye girer (30). Bu sebepten 6tiirii de molekiiler O» diradikal yapisi
nedeniyle yiiksek diizeyde ROT olusturma egilimindedir (54).

Canli organizmalarda en fazla meydana gelen oksidan tiirii lipid yapidekilerdir.
Doymamus alil grubundan hidrojen ¢ikarilmasi sonucunda lipid radikali olusur ki bu da
oksijen ile tepkimeye girerek lipid peroksit radikalinin olusumuna neden olur. Lipid
yapidaki serbest radikaller hiicrede toksikasyona yol agan {riinlere de
doniisebilmektedir ki bu sekilde 6zellige sahip olan en Onemli iirlin malondialtehit
(MDA)’dir (67). O2 molekiilii orbitalinde eslesmemis elektrona sahipse O% radikali
olarak adlandirilir. 'O» molekiilii 2 adet eslesmemis elektrona sahip olup hiicre
membranindaki ¢oklu doymamis yag asitleri ile dogrudan reaksiyona girip lipid
peroksitlerin olusumuna neden olur (68). O> yapisindan otiirii radikal olmaya uygun
oldugundan serbest radikal denildiginde esasen serbest oksijen radikalleri (ROT) akla
gelir (69).

2.7.2.1. Siiperoksit Radikali

Stiperoksit diger radikalleri gore daha diisiik reaktiviteye sahip olan ve olusmalarina
neden oldugu diger radikallerle organizmada oksitleyici gérevi olan O2’den bir e alarak

meydana gelir (70).

Organizmadaki enzimatik ve non-enzimatik tepkimeler neticesinde daha fazla agiga
cikan bir radikaldir. H2O2’ye kaynak teskil etmesi ve ge¢is metal iyonlarinin

indirgeyicisi olmasi nedeniyle 6nemlidir (71).

Haber-Weiss reaksiyonu olarak bilinen reaksiyon neticesinde olusan OH" radikali O>™
nin tehlikeli olmasinda ve dokularda hasara yol agmasindaki en 6nemli unsurdur.
Ortamin pH’s1 diisiik oldugu zaman O™ bir proton alarak daha reaktif olan perhidroksil
radikaline (HO>™) doniisebilmesine karsin ortam pH’s1 fizyolojik sinirda iken ortaya

¢ikan HO,™ formu %1 in altinda kalmaktadir (70).
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2.7.2.2. Hidrojen Peroksit (H203)

Hiicre zarindan kolaylikla gegebilme Ozelligine sahip olan, uzun omiirlii bir oksidan
olan H2O2’nin esas tiretimi O>" dismutasyonu ile gerceklesir. H2O», bir serbest radikal
degildir fakat ROT arasinda bulunmakta olup serbest radikal biyokimyasinda 6nem arz
eder. H2O2’nin bu denli 6nem arz etmesinin sebebi O™ ile tepkimeye girip oldukca
reaktif Ozellige sahip olan ve negatif etkiler gosterip ciddi hasarlara yol acan OH®

radikalinin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamasidir (70).

2.7.2.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH") gecis metalleri durumunda H>O’nin indirgenmesiyle
olusmaktadir. H>O iyonizan radyasyonun etkisinde kalmasia bagli olarak da ortaya
cikabilmekte olan OH' radikali son derece kisa yarilanma Omriine sahip oldugundan

olustugu bolgede 6nemli hasarlara neden olabilmektedir (70).

2.7.2.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (02), O2’nin eslenmemis elektronlarindan birinin baska orbitale ya da
doniis yoOniiniin aksine donmesi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (72). Delta ve sigma
olmak tizere iki formu s6z konusudur. O2’nin enerjetik olarak uyarilan bu formunda
spin kisitlamasinin ortadan kalkmis olmasindan o6tiirti yiliksek reaktiflik s6z konusudur.
Almis oldugu enerjiyi ¢evreye dalga enerjisi olarak vermek suretiyle O2’ye geri
donebilir. Diger molekiiller ile etkilestigi zaman tasidig1 enerjiyi aktarir veya kovalent
reaksiyonlara girer. Bilhassa karbon ¢ift baglart 'O,’nin tepkimeye girdigi baglardir

(73).

2.7.2.5. Nitrik Oksit
Renksiz gaz formdaki inorganik serbest radikaller arasinda yer alan NO® tek sayida
elektrona sahip bir radikal olup nitrik oksit sentez (NOS) enzim akvititesi ile olusur.

Nitrik oksit, NOS enzimi araciligiyla L-arginin’in L-sitriilin amino asitine donmesi

sonucu ortaya cikar.
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Larginin = ceeeenmeeenees »  sitrillin

NOS
NADPH » NADP+
0, FMN NO.
FAD
BH4

Beyinde norotransmiter etkiye sahip olan onemli molekiiller arasinda yer alan NO*
bellek olusumu, 6grenme, goérme, agr1 algilamasi ve koklama gibi pek ¢ok Onemli
fonksiyonda etkilidir. Asir1 NO® sentezlenmesi nedeniyle canlilarda noéron hasar
meydana gelebilir. O>"’nin NO’ ile tepkimesi sonucunda olusan ONOO™~, NO” dan
gelen toksisitenin esas sebebini olusturmaktadir. Bu tepkime hizlidir ve olusan ONOO™
‘nin diflizyonu kisithdir. Fizyolojik pH’da ONOO™ hizli bir sekilde OH® ve NO:
parcalanir (74,75).

0, + NO—»ONOO

ONOO™+H —»ONOOH

ONOOH —®» OH +NO;

NO”nun vazodilator etkisi ve noronal hasara neden olan serbest radikal olma 6zelligi
sebebiyle noron hasarindaki etkisine dair celiskili goriisler vardir. NO”nun ndronal
koruyucu olarak mi1 yoksa hasar verici olarak mi1 etki edeceginin redoks durumu
tarafindan belirlenecegi ifade edilmekte olup bazi arastirmalar neticesinde NO-ONOO"

yolunun apopitoik hiicre 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (76).

Daha once de ifade edildigi lizere radikaller eslesmemis elektrona sahip olduklarindan
oldukca reaktif Uiriinlerdir. Bununla birlikte eslesmemis elektrona sahip olan NO”’ nun
reaktifligi diger radikaller ile kiyaslandiginda son derece diistiktiir. Ciinkii eslesmemis
olan elektron N ve O atomlar1 lizerinde lokalize degil de iki atom tizerinde dekolalizedir

(76).
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2.7.2.6. Nitrik Oksit Sentaz

NOS enzimleri yapisal ve sentezi uyarilabilir olmak iizere iki ana gruba ayrilir (73).
1- Konstitiitif (cNOS)

a) Noronal NOS ( nNOS)

b) Endotelyal NOS (eNOS)
2- Indiiklenebilir (iNOS)

Konstitiitif NOS [Noronal NOS (nNOS) endotelyal NOS ( eNOS)] ve immiinolojik
veya indiikenebilir (iNOS) olmak {izere NOS’un enzimleri tespit edilmistir. nNOS ve
eNOS ile birlikte yapisal NOS denildiginde; iNOS uyaranlar ile indiiklenebilir (75). Iki
farkli NOS izoformunun bulgusu, degisik doku kaynaklarindan saglanan enzimi
kodlayan genin izolasyonu ve sekans analizi gerceklestirilerek gézlemlenmistir. Her
enzim formu da degisik hiicre ve dokularda bulunabilir. Ornegin eNOS yalmizca
endoteliyalde degil trombositlerde ve beynin farkli boliimlerinde bulunmakta iken
nNOS beyin, medulla spinalis, periferik sinir sistemine ek olarak brons ve trakeanin

epitilinde ve iskelet kasinda bulunmaktadir (78,79).

1. Konstitiitif Nitrik Oksit Sentaz

Konstitiitif NOS bilhassa damar endoteli, lirogenital sistem dokular, periferik ve
merkezi sinir sistemi, medulla hiicreleri, adrenal korteks, trombositler, uterus ve barsak
interstisyumunda bulunmaktadir (80,81).

Konstitiitif NOS, bu dokularda her zaman bulunmaktadir fakat etkin degildir. Hiicre i¢i
iyonize kalsiyumu fazlalagtiran her ¢esit etkilesimde, kalsiyumun kalmodulinle

baglanarak cNOS ‘un aktif hale gelmesini saglar ve NO sentezlenir (80-82).
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Sekil 5. NOS izoformlarin1 uyaran mediatorler

Yukaridaki sekilde NOS izoformlarin1 uyaran mediatorler goriilmektedir. Ancak
kalsiyumu artiran asetilkolin, bradikinin, histamin, serotonin, insiilin, glutamat gibi
bilesiklerin uyarisi ortadan kaldirildiginda hiicre i¢i Ca miktar1 da azaldiginda, enzimin

etkinligi kaybolarak NO® sentezi durmaktadir (83).

Asetilkolin Interferan
Saratanin THF
Histarmin IL-1
Bradikinin Endotaksin
Lakatrienler Sitekinler
Substans P

Platelet aktive edici faktar

\

eMNOS
nNOS INCS
L-Arginin + O, L-Sitridlin + MNO

Sekil 6. NO’nun sentezlenmesi ve NOS izoformlarini uyaran mediatdrler (87)

a. Noronal Nitrik Oksit Sentaz
Noronal NOS kromozom 12 tarafindan kodlanmakta (81-84). 150.000-160.000 dalton
arasinda molekiil agirligina sahip oldugu ve sitozolik 6zellik arz ettigi goriilmiistiir.

Genel itibariyle sinir sisteminde bulunmakla birlikte farkli dokularda da bulunmaktadir
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(76,82). MSS’ de gorev yapan ve diisiikk agirliga sahip olan ndorotransmitterlerden
birisidir. Perisinaptik olarak salinan glutamat etkisi sonucu postsinaptik en kosede yer
alan hiicrenin NOS'u etkin hale getirilerek NO sentezlenir. Ayn1 zamanda gérme, koku

alma, agriy1 algilama gibi fonksiyonlara da sahiptir (76).

b. Endotelyal Nitrik Oksit Sentaz (eNOS)

Endotelyal NOS’un kodlanmas1 kromozom 7 tarafindan gerceklestirilir (81-84). Endotel
hiicrelerinde, belirli noronlarda, endokardda, miyokardda, bulanan bu enzim (82), diiz
kaslarin gevsemesini gerceklestirerek kan basincini, kan akis hizin1 ve bu sekilde kalp

kasilmasini diizenler (76).

2. indiiklenebilir Nitrik Oksit Sentaz (iNOS)

Indiiklenebilir NOS’un kodlanmas1 kromozom 17 tarafindan gerceklestirilir (85-88).
Molekiil agirliginin  diger sentezlere gore 130000 dalton civarinda oldugu
gbzlemlenmistir (80). Bu tiir NOS, konstitiitif tipin aksine hiicre igerisinde yer almaz.
iNOS ilk olarak makrofajlarda (monosit, ndétrofil, hepatosit ve digerleri) (89),
polimorfoniikleer 16kosit (PMNL), hepatositler, nétrofillerde, kardiyak miyozitlerde,
damar diiz kaslari, damar endoteli ve endokard hiicrelerinde ortaya cikarmaktadir
(86,87). Bu tiir NOS, cNOS tipin aksine aktivitesi i¢in kalsiyuma ihtiya¢ duymaz ve
hiicrenin genel yapisinda yer almaz.

Enzim uyarildig1 zaman NO" {iretimi, yapisal formdaki NOS gibi kisa bir zaman icinde
devam etmez, saatlerce hatta giinlerce siirebilir. Fakat uzun siireli ¢ok fazla dozda NO
sentezi makrofaj ve diger dokularda da hasara neden olur. Enzim indiiksiyonu

glukokortikoidler ve L-Arjinin analoglari ile 6nlenebilir (80,81,86).
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Tablo 3. NOS izoformlar1 ve 6zellikleri (80,82)

OZELLIKLER eNOS nNOS iNOS

Kromozom 7 12 17

Yam Homodimer Homodimer Homodimer

Molekiil agirlig 135 kDa 155kDa 130 kDa

Diizenl eme Ca'Kadmodulin |Ca’Kalmodulin | Gen transkripsivonu

NO iiretimi Ditsiik (pM}) Driisiik{pM) Yitksek (uM)

Uvyaniciva verilen vanit siiresi | Ani Ani Geg

NO tiretim zamam Kiza Kiza Uzun
Glukokortikoidlerin tesiri Etlilenmez Etldlenmez Indiiklenmesi inhibe olur

2.7.2.7. Hipokloroz Asit (HOCI)

Enzimatik reaksiyonlar sonucunda nétrofiller tarafindan iiretilen kuvvetli oksidanlar
arasinda yer alan HOCI fagositik hiicrelerce bakterilerin ortadan kaldirilmasinda énemli
etkiye sahiptir. Notrofiller sahip olduklar1 myeloperoksidaz enzimiyle 'O, dismutasyonu
ile H2O?’yi kloriir iyonuyla birlestirip kuvvetli bir antibakteriyel ajan olan HOCIl’ye
dontstiiriir (61).

2.7.3. Serbest Radikallerin Olumlu ve Olumsuz Etkileri

2.7.3.1. Serbest Radikallerin Olumlu Etkileri

Serbest radikallerin belli miktarlarda iiretimi saglik acisindan Onemlidir. Bagisiklik
sistemi, hiicresel sinyal iletiminde, enzimlerin aktivasyonunda, kimyasal tepkimelerin

stirecinde, hiicrelerin biyogenezinde ve kas kasilmalarinda gorev alir (90).

2.7.3.2. Serbest Radikallerin Olumsuz Etkileri
Serbest radikallerin fazla miktarda iiretilmesi hiicre zehirlenmesi, doku yaralanmasi,

iltihaplanma ve islev bozuklarina yol agmaktadir. Arastirmalarda serbest radikallerin

cok sayida hastalikta ve yaslanma siirecinde etkili oldugunu gostermistir (91).
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2.7.4. Serbest Radikallerin Diger Etkileri

2.7.4.1. Membran Lipidleri Uzerine Etkileri

Coklu doymamis (poliansatiire) yag asitlerinin oksidasyonunun ana sebebi olan serbest
radikaller hiicre zar1 yapisin1 bozarak lipid peroksidasyonu baglaticilar1 olarak onemli
olaylarin baglamasina sebep olurlar. Lipid peroksidasyonu hiicre zarinda bulunan
lipidlerin yapisini bozarak zarin akigkanligmin degismesine yol agar, konsantrasyon
dengesinin siirdiiriilebilme kapasitesinin diismesine neden olur ve zar gegirgenligini

artirir (92).

2.7.4.2. Karbohidratlar Uzerine Etkileri

Monosakkaridlerin oto-oksidasyonu neticesinde H>O,, peroksitler ve okzoaldehitler
olusur. Bunlar diyabet, sigara kullanimi ile baglantili kronik hastaliklar gibi

kanserojenik stireglerde ¢ok etkilidir (84).

2.7.4.3. Proteinler Uzerine Etkileri

Serbest radikaller kan ve yapisal proteinleri okside ederek proteinlerin pargalanmasini
saglayan sistemi yavaslatabilir. Oksidasyon esnasinda proteinler amino asit kaybedebilir
ya da pargalanabilir. Bu tepkimeler yapisal proteinlerin veya enzim islevlerinin
degismesine neden olur. Enzim ve yapisal proteinlerin oksidasyonu, Alzheimer
hastaligi, kronik akciger hastaliklari, katarakt, kanseri gibi cok sayida hastaligin

olusmasi ve ilerlemesine neden olmaktadir (93).

2.7.4.4. Niikleik Asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Iyonize radyasyon, oksidatif stres ve hidroksilasyon yoluyla direkt olarak hiicre zar1 ve
DNA hasarina, mitozda duraklama ve geriye doniisiimsiiz genetik hasarlarinin
olusmasina, mutasyonlarin artmasina, insanda kansere ve hiicre yaslanmasina neden

olur (94).

2.8. Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Reaktif oksijen tiirlerinin zararli etkilerine karsi organizmalar enzimatik ve non-

enzimatik savunma mekanizmalarina sahiptirler. Enzimatik antioksidan savunma genel
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itibariyle SOD, CAT ve GSH-Px gibi enzimler ve melatonin, GSH, vitamin C, E gibi
enzimatik olmayan molekiiller, hiicredeki protein, karbonhidrat, yag ve DNA gibi

okside olabilecek olan maddelerin oksidasyonuna mani olurlar (18).

2.8.1. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz, O, radikalin1 H2Oz'ye doniistiirmek suretiyle temizlemektedir.
SOD sitozolik ve mitokondriyal olmak iizere farkli izoformlar1 s6z konusu olup
bunlardan sitozolik SOD yapisinda Cu ve Zn, mitokondriyal SOD yapisinda ise Mn
bulunur (95-97).

2.8.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon Peroksidaz, H>O2’in indirgenmesini katalizyelen tetramerik yapidaki
enzimlerden birisi olup 4 adet selenyum atomu igerir. GSH-Px’in aktivitesi heksoz
monofosfat yolunda iiretilen NADPH ile iligkilidir (68,73). Diisiik seviyelerdeki H2O>
oncelikle GSH-Px tarafindan temizlenir. GSH-Px rediikte GSH’nin okside GSH’ye
cevirerek H>O’1 yiiksek spesifite ile toksik etkisini ortadan kaldirir (70,98).

2.8.3. Glutatyon-S-Transferaz

Glutatyon-S-transferaz, dimerik 6zellikte olan ve onemli diizeyde sitozolik bir enzim
ailesi olup bu ailedeki enzimlerin intraseliiler baglayici ve tastyici fonksiyonlariin yani
sira detoksifikasyon yapici 6zelligi de mevcuttur. GST’ler mutajen ya da karsinojen
olabilen maddelerin detoksifikasyonunda gorevlidirler. Bununla beraber metabolize
edilemeyen pek cok bilesigi ve ksenobiyotikleri bagladiklar1 ve detoksifikasyonunda rol
alirlar (99).

2.8.4. Katalaz

Beyinde CAT aktivitesi diger pek ¢ok dokuya gore diisiiktiir. Peroksizom partikiilleri ve
mitokondrilerinde yogun olarak bulunmakla beraber daha az yogunlukta sitoplazma ve
endoplazmik retikulumda da bulunur ve H>O>’in miktarinin yogun oldugu zamanlarda

onu H>O» ¢evirir (54).
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Katalaz biiyiik molekiillerin hidroperoksitlerine etki etmez fakat H>O» ve metil, etil
hidroperoksitler gibi kiiciik molekiillere karsi etkilidir. CAT, peroksidaz aktivitesine

ilaveten H>O’yi elektron verici substrat olarak kullanmaktadir (54).

Katalaz aktivitesinin biiyiik boliimiinii eritrositler saglamaktadir. Karaciger ve bobrek
dokularinda CAT diger dokulara kiyasla aktivitesi daha yiiksektir. CAT dokularda
baslica mitokondri, endoplazmik retikulum, peroksizom ve sitoplazmada aktiviteye
sahiptir. Hidrojen peroksit diisiik oldugu zamanlarda GSH-Px, H>O>’yi substrat olarak

kullanarak zararlastirir (98).

2.9. Oksidatif Stres

Organizmada prooksidan maddelerin antioksidan sistem dengesini bozmas1 ve dengenin
prooksidan lehine donmesi durumunda oksidatif stres ortaya c¢ikar (100). Serbest
radikaller niikleik asit, lipid ve DNA’da degisime, hiicre ve protein yapisinda
bozulmaya ve enzim tepkimelerinde degisime yol acar (101). Oksidatif stres viicut

savunma mekanizmasinin diistiigii durumlarda gézlenir (102).
2.10. Nitrozatif Stres

Nitrik oksit ve RNT’nin artan seviyeleri organizmada nitrozatif strese yol acar.
Niikleofil bir gruba reaktif nitrojen oksit tiirleri araciligiyla nitrozonyum grubu tasinarak
nitrozil tiirlerinin meydana getirilmesidir (103). Nitrozatif stres, hiicre islevlerinin
hasarma ve nitrozilat proteinlerinin birikimine sebep olur. Hiicreleri NO”ya ve
nitrozotiyollere kars1 6zel enzimler muhafaza eder ancak ROT’a kars1 korumaz. Fakat

SOD, GSH-Px ve CAT gibi enzimler ROT’a kars1 korumaktadir (104).
2.11. Radyasyon Hasarinda Serbest Radikallerin Rolii

Serbest radikaller radyasyonun etki asamalarindan kimyasal asamada ortaya
cikmaktadir (15). Bunlar iyonlarin ya da uyarilmis olan molekiillerin ayrilmalar
neticesinde ortaya ¢ikan, dis orbitallerinde bir ya da daha fazla eslesmemis elektrona

sahip, genel olarak elektriksel bakimdan nétr atom veya molekiillerdir (105).

Insan viicudunun yaklasik %80’ n1 su oldugu icin iyonize radyasyonun énemli bir kism1

su molekiillerince absorblanir. Radyasyonun etkisiyle su molekiillerinin iyonizasyonu
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neticesinde pozitif ylikli bir iyon ve serbest bir elektron olusur. Bu olay: takip eden
cesitli ikinci reaksiyonlarla da farkl: tiirde serbest radikaller olusur ki bunlar da kendi
aralarinda reaksiyona girip H>O; gibi son derece toksik olan molekiilleri olustururlar.
Suyun hidrolizi sonucunda ortaya ¢ikan serbest radikaller vasitasiyla olusan radyasyon
etkisi dolayl etki olarak bilinmektedir. Dogrudan etkisi ise radyasyonun su molekiilleri
yerinde dogrudan biyolojik molekiillere transferi ve biyoradikallerin olusumunu ifade

eder (15,106-108).

X ve vy radyasyonlarinin etkisi, daha ¢ok dolayli yolla meydana gelmektedir. Canlilar
yiilksek oranda su igerdiginden, dolayli etkilerin dogrudan etkilerden daha Onemli
oldugu ve radyasyon hasarlariin biiyiik 6l¢iide dolayli yoldan meydana geldigi kabul
edilmektedir (15,109). Normal dokuyu iyonize radyasyon sonucu olusabilecek hasardan

korumak i¢in radyoprotektif ajanlarin kullanimi giindeme gelmistir (108).
2.12 Radyoprotektif Ajanlar

1949 yilindan bu yana pek ¢ok aragtirmaci farkli kimyasal bilesiklerin radyasyon
hasarina yonelik koruyucu etkilerini arastirmaktadir. Deney hayvanlarindan alinan
neticelere gore arastirilan ajanlar Oliimciil miktarda radyasyon etkisinden Once
verildiginde mortalitede belli bir diisiis elde edilmektedir. Bu koruyucu etkinlik
insanlarda radyasyonun neden oldugunu hasarin diisiirebilmesi ve radyoterapinin yan
etkilerine karsi1 profilaktik tedavi seceneginden dolayr Onemli bir alternatif
olusturmaktadir (110) Radyoprotektif etki mekanizmalar1 ve sistemleri, serbest radikal
driinlerinin etkisiz hale getirilmesi, hedef molekiillere hidrojen atomu baglanmasi,
karisik disiilfid bilesiklerinin meydana gelmesi, hiicre boliinme hizinin diigmesi ve
dokularda hipoksi gelisiminin uyarilmasi olarak tanimlanir (110). Serbest radikallerin
etkisizlestirilmesi asamasi, OH’, HO2™ ve O™ gibi radyasyon etkisi ile meydana gelen
su metabolitlerinin, eksojen ya da endojen bir ¢esit ajanlar1 okside etmeleri sonucunda
oteki hiicre i¢i yapilarla tepkime olusturma kapasitesinden mahrum stabil yapili
bilesiklerin meydana gelmesi seklinde kisaca tanimlanabilir. Bu mekanizmayla serbest
radikallerin zararli etkisi biiylikk oranda sinirlandirilmis olur (108). Baska bir
mekanizma, serbest radikale hidrojen atomunun baglanmasi, R - H gibi bir molekiiliin
radyasyon etkisiyle R doniismesi durumunda, koruyucu etkili ajan, R" radikalinin
yapisina bir hidrojen atomu ekleyerek stabil yapidaki R - H formunun yeniden meydana

gelmesini saglar (110).
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Ideal radyoprotektdr maddeler asagidaki fonksiyonlara sahip olmalidur.
1. Serbest radikal temizleme
2. Radyo oksidatif hasar1 dnleme
3. DNA ve hiicresel onarimi kolaylastirma

4. Immunodiilasyon

b

Hasar goren ve etkilenen organlarin yenilenmesini kolaylagtirmak (111).

Radyoprotektorler, etkilerini gosterebilmeleri icin radyasyon uygulamasi esnasinda
canlida  bulunmalar1  gerekir. Calismalarda 1sinlamadan sonra uygulanan
radyoprotektorlerin hi¢bir koruyucu etkilerinin olmadig1r ifade edilmektedir. Bir
radyoprotektoriin etkinligi doz rediiksiyon faktorii (DRF) terimi ile tanimlanir. DRF =
protektor varhigindaki doz/protektdr yoklugundaki doz formiilii ile gosterilir. Bugiine

kadar saptanan ¢esitli radyoprotektorlerin DRF degerleri, 1.5-2.5 arasinda degisir (15).
2.13. Propolis

En 6nemli ar1 iirlinleri arasinda yer alan propolis yapiskan bir maddedir. Bal arilarinca
bitkilerden toplanan ve mum ile karistirilarak kovanda pek ¢ok amag icin kullanilan bir
ar1 Uriiniidiir. Propolis, kovan ve diger yasam alanlarimin i¢ duvarlarinda delik ve
catlaklarin kapatilmasinda, peteklerin tamirinde arilar tarafindan kullanilmasimin yani
sira savunmanin kolaylastirilmasi ya da kovan girisinin daraltilmast icin de
kullanilmaktadir. Bununla birlikte kovan i¢ine giren ve olen, ancak arilar tarafindan
kovan digina atilamayan maddelerin iizerinin ortiilmesinde de propolis kullanilmaktadir.
Giiclii dezanfektan etkiye sahip olan propolis bu etkisiyle kovan ve petek gozlerinin
dezenfeksiyonunda O6nemli rol oynar. Propolis antimikrobiyal, antifungal,
antiinflamatuvar, antiviral ve anestezik etkilerinin yani sira ¢ok sayida faydali biyolojik
aktivitenin meydana gelmesine de katkida bulunur. Bu sebepten otiirii de propolis
apiterapi, kozmetik, sagliklt beslenme gibi birbirinden farkli ve 6nem arz eden amag

icin kullanilmaktadir (112-114).

Kovan i¢i sartlarinin saglikli olmasini, sicaklik ve nemin ideal diizeyde ayarlanmasini

bal arilarinin koloni halinde yasamalari i¢in gereklidir. Belirtilen bu kosullarin
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saglanamamasi halinde ise bakteri, viriis ve mantar gibi mikroorganizmalar kovanda
tireyebilmektedir. Bal arilar topladiklar1 polen, propolis, salgiladiklari balmumu, bazi
enzimler ve sergiledikleri davranis modeliyle kovan icindeki biyolojik aktivitelerini

milyonlarca y1l devam ettirerek insanoglunun dikkatini iizerine ¢ekmistir (113,114).
2.13.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri
Propolisin fiziksel 6zellikleri agagidaki gibi siralanabilir (112,113):

1. Bitki tiirtine bagh olarak renk saridan koyu kahverengiye kadar degisiklik arz

eder.

2. 60-70°C arasi sicakliklarda sivi 25-45°C aras1 sicakliklarda yumusak ve yapiskan,
15°C'nin altinda ise kati-kirilgan yapidadir.

3. Etanol, glikol ve suda belirli oranlarda ¢oziinmektedir.
4. Anti-bakteriyel bilesenler genel olarak alkol ve suda ¢6ziintir.
2.13.2. Propolisin Kimyasal Yapisi ve Bilesimi

Bitkisel kaynaga bagli olarak propolis 6rneklerinde 150-200 arasinda bilesik ya da
kimyasal madde tespit edilmis olup bunlardan en fazla bilinenleri asagidaki gibidir

(112,113):

—_—

Flavonlar ve flavonoidler
Terpenler ve terpenoidler
Alifatik asit ve esterleri
Aromatik asit ve esterleri
Amino asitler

Aldehitler

Alkoller

Ketonlar

Kalkonlar

10. Hidrokarbonlar

11. KEFE

A e AT
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2.13.3. Propolisin Biyolojik Aktiviteleri

En Onemli ar {irlinlerinin bagsinda yer alan propolis insan sagligi agisindan oldukga
onemlidir. Insanlar oldukca eski donemlerden beri birgok hastaligin tedavisinde
propolisten yararlanmiglardir. Cerrahi operasyonlarda mum yerine, savaslarda yara ve
dokularin iyilestirilmesi i¢in merhem olarak kullanildig: bilinen bir gercektir. Insanlar
tarafindan {retilemeyen propolis tip alaninda g¢esitli amaglara yaygin olarak
kullanilmaktadir. Dezanfektan etkisinin yiiksek olmasi insan ve ar1 sagligi agisindan
oldukca onemlidir. Tibbi etki bakiminda antibakteriyel, antiviral, antifungal, antiseptik
ve antibiyotik oOzellik arz ettigi tespit edilmistir. Propolisin yapisinda bulunan
flavonoidler ve terpenler son derece kuvvetli antioksidan etkiye sahip bilesiklerdir.
Organik coziiclilerde ¢oziilen bilesik gruplari iginde flavanoidler 6nemli bir yere sahip
olup bunlar bitkilerin hemen hemen biitiin kisimlarinda bulunan ve pigment iceren
maddelerdir. Bazi flavanoidler arilarin tiikiiriikk salgilarina karigan enzimler ile
degisiklige ugrar. Flavanoidlerden bazilar1 da ¢ok cesitli bakteri tiirleri tizerine etkili
olup, kardiyovaskiiler sistem {izerine pozitif etkilere sahip oldugu, kan dolagimin1 regiile
ettigi, kilcal damar catlamalarini azalttigy, iilsere kars1 mide mukozasini korudugu, mide
yaralarini azalttig1, i¢ salgi sistemini regiile ettigi ve halsizlig1 azalttig1 tespit edilmistir

(112-114).

Sinamik asit ve tiirevleri organik c¢oziiciilerde ¢oziinen propolisin 6nemli diger bir
grubudur. Bunlardan fiilerik asit, gram pozitif ve gram negatif bakterilerine kars1 giiclii
antibiyotik ozellige sahip, pihtilasma {izerinde yaralar1 hizla iyilestirdigi, merhem
seklinde cilt rahatsizliklarinda 1iyilestirdigi, tropik propolislerde bulunmayan kafeik
asitin, antiviral, antimikotik etkileriyle beraber kuersetin ve luteolin maddeleri ile
birlikte kansere karsi etkili oldugu, klinik caligmalarda propolisin, alkolde eriyen
kisimlarimin antibiyotiklerle birlikte kullanildiginda bu ilaglarin etkisini arttirdigi,
anestezik, antioksidan etkiye sahip oldugu, ikinci derecede yaniklarin tedavisinde
olumlu sonuglar alindigi, ¢imlenmeyi 6nledigi ve giiclii bir antiseptik 6zelligi oldugu
vurgulanmaktadir. Propolisin bilesenlerinden olan kafeik asit basta olmak iizere bazi
bilesiklerin 6zellikle uguk ve grip sebep olan bazi viriisler iizerinde etkili oldugu, kafeik
asidin anti-timor 6zellige sahip oldugu, bu nedenden dolay1 akciger kanserine karsi

etkili oldugu saptanmistir.
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Dis macunlarina %1-10 oraninda propolis ¢ozeltileri ilave edilmesi durumunda normal
sartlar altinda olusan agiz mikroflorasini iki saatten alti1 saate ¢ikardigi, ar1 propolisi
virlislere karsi da oldukga etkili oldugu, bilesimindeki bioflavonoid protein ortiisiini
tuttugu ve iginde Kkilitlenilen viriislerin enzim salgilamasina ve ¢ogalmasina engel
oldugu, normal hiicrelerin faaliyetlerinin kotii hiicreler tarafindan engellenmesini
onlemede propolisin kullanildigi, bilhassa {ist solunum yollar1 ve orta kulak
enfeksiyonlarinda, agiz yaralarinda, mide gastrit ve on iki parmak barsagi iilserinde
tedavi edici Ozelligi gibi pek ¢ok fonksiyonlar1 oldugu calismalarda vurgulanmaktadir
(113- 115). Bu nedenle propolis canlilar agisindan risk teskil eden kanser hastaliklarinin
onlenmesinde énemli bir yere sahip oldugu ve kanserin semptomatik kosullarindan olan

hiicre boliinmesinin kontroliinde dnemli rol aldig: ifade edilmektedir (112-114).
2.13.4. Propolis'in Antioksidan Etkisi

Propolisin antioksidan aktivitesi in vitro ve in vivo sartlarda pek cok c¢alismada
goriilmiistiir. Bu antioksidan aktivite propolis kullanildiginda elde edilen klinik
etkilerden coguna neden olur. Yapilan c¢aligmalarda propolisin serbest radikaller
tizerinde ki olumlu etkisi oldugu kanitlanmistir. Ciinkii proplisin yapisinda antioksidan
miktar1 diger ar1 iiriinlerine gore daha fazladir. Ornegin bal 1 birim, polen 2.5 birim,

propolis ise 10 birim antioksidan bulunmaktadir (113-117).

Aerobik organizmalarda, ROT ve RNT toksit etkileri ile ortaya ¢ikmaktadir. ROT ve
RNT 1s1 soku, toksit kimyasal maddeler, UV, iyonlastirici, radyasyon kosullarinda
olusabilmektedir. ROT ve RNT, lipit, karbohidrat, protein ve niikleik asit gibi
fonksiyonel yapilarda 6nemli degisikliklere sebep olmaktadir. Propolis bu fonksiyonel
yapilar1 oksidatif/nitrozatif stresin zararl etkilerinden koruyan bir¢cok 6nemli bilesikler
icermektedir (113-118). Yapilan deneysel ¢aligmalarda propolis, asetoaminofenle
indiiklenen hasarda koruyucu etki sagladigi, dnemli bir nonenzimatik antioksidan olan
GSH tiiketimini 6nledigini ve hiicre 6limiinii engeledigi, serbest oksijen radikallerini
temizledigi, 6nemli bilesenlerinden olan KAFE’nin lipid peroksidasyonunu onleyerek
antioksidan aktivite ye sahip oldugu, lipooksijenaz, protein tirozin kinaz ve ornitin

dekarboksilaz aktivitelerini inhibe ettigi ifade edilmektedir (4,5).

39



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Tasarimi

Arastirma, Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

Laboratuvarinda yapilmistir.

Ortalama agirliklar1 200+20gr arasinda olan otuzalti erkek sican kullanildi ve kontrol
gruplarinda 8 adet ve diger gruplarda 10 adet olmak iizere toplam 4 grup olarak

olusturuldu.

50 mg/kg/ip Ketamin ile anestezi uygulanip siganlar yiiziistii pozisyonda radyoterapi
diizenegi tizerine yerlestirilerek 5 Gy’lik fraksiyonda tek doz yapildi. On birinci giinde
sonra siganlar dekapitasyonla sakrifiye edildi. Alinan beyin dokusu fosfat tamponu ile
homojenize edildi. Supernatant 5 adet ependorf tiipe alinip analizlere kadar -80°C’de

saklandi. Gruplar asagidaki sekilde olusturuldu.

1. Grup [Normal Kontrol (NK)]: Sadece normal yem ve su ile beslendi ve higbir
uygulama yapilmadi. On birinci giinde dekapitasyonla sakrifiye edilerek beyin dokusu

alindi.

2. Grup [Propolis Kontrol (Propolis-K)]: Propolis verilen grubun kontrol grubu
olarak kullanildi ve siganlara 10 giin boyunca 0.25 ml serum fizyolojik gavaj yoluyla
verildi. Normal yem ve su ile beslendi. Deney sonlandirilma protokolii grup I ile

aynidir.

3. Grup [Radyoterapi (R)]: 1. giin 5 Gray (Gy) tek doz radyoterapi ile birlikte 10 giin
sire ile ve ilk dozu radyoterapiden 30 dakika Once olmak iizere 0.25 ml serum
fizyolojik IP olarak yapildi ve 10 giin boyunca normal yem ve su ile beslendi. Deney

sonlandirilma protokolii grup I ile aynidir.

4. Grup (Propolis + R): 1. giin 5 Gy tek doz radyoterapi ile birlikte 10 giin siire ile ve
ilk dozu radyoterapiden 1 saat 6nce olmak tizere 100 mg/kg/giin propolis gavaj yolu ile
verildi ve 10 giin boyunca normal yem ve su ile beslendi. Deney sonlandirilma

protokolii grup I ile aynidir.
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Bu calisma Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
onay alindiktan sonra, Tibbi Biyokimya Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi
(Etik kurul numarasi: 2017/2).

3.2. Nitrik Oksit Sentaz Aktivitesi Tayini

Durak ve ark. tarafindan tarif edilen metoda gore NOS tayini yapildi (119). Bu metot ile
asidik pH’da olusan alifatik diazonyum kompleksleri 540 nm de maksimum absorbans
Ol¢iildii. Sodyum nitroprussid standart olarak (25 mM) kullanildi ve U/mg protein

olarak sonugclar ifade edildi.

Tablo 4. Nitrik oksit sentaz tayin deney semasi

Kor Niimiine Standart
Arjinin 20mM) | —eeee 02mL | ------
Homojenat 0.1 mL 0lmL  |--—----
Standart 25mM) | 0.1 mL
Oda sicakliginda 1 saat inkubasyon
HCI (4 mM) 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
Siilfanilik Asit (20 mM) 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
N-naftiletilen diamin (12.5 mM) 0.2 mL 0.2 mL 0.2 mL
Arjinin (20 mM) 02mL | | s

3.3. Nitrik Oksit Tayim

Cortas ve Wakid (120) tarafinda oOnerilen metoda gore 545 nm dalga boyunda

spektrofotometreyle 6l¢iildii ve pmol/gr yas doku olarak sonuglar ifade edildi.

Metod:

1. Deproteinizasyon: Niimune ve standartlardan 300 mikrolitre alindi ve iizerine 600
ml 55 milimolar NaOH ¢ozeltisi eklendi ve daha sonra vorteks ile iyice karistirildi (en
az 60 sn). Ardindan beyaz bulanik haldeki tiim numuneler sogutmali santrifiij cihazina
konularak 5000 g’de 10 °C ‘de 5 dakika santrifiij edildi. Sonra tiiplerin {ist kismindaki

berrak siipernatant alinarak bundan sonraki kademelerde kullanildi.
2. Kadmiyum Aktivasyonu: Kiiciik bir cam kavanozda bulunan ve en az 12 saat

H>S0s i¢inde bekletilmis kadmiyum graniilleri iizerindeki H2SO4 bosaltildi. Daha sonra

ayn1 kap icerisinde 3 kez yeterli miktarda saf su ile yikandi1 ve saf su bosaltildi.

41




Ardindan her 100 gr kadmiyum ig¢in 15 ml CuSO4 ¢ozeltisi kadmiyum iizerine ilave
edilerek kavanozun kapagi kapatildi. Sonra kavanozu ¢alkalamadan hafifce ve siirekli
dondiirerek mavi renkli soliisyonun berrak su rengine donmesi saglandi ve bu berrak su
dokiilerek kavanozdaki kadmiyum (bu asamada kadmiyumlar koyulasmistr) 3 kez
yeterli miktarda glisin-NaOH ¢ozeltisi ile yikandi. En son yikamadan sonra
kavanozdaki glisin-NaOH tamamen bosaltilmaz, kadmiyumun hava ile temasini1 kesmek
icin yiizeyde bir miktar glisin-NaOH birakildi. Boylece kadmiyum aktivasyonu
saglanmis olur. Bu andan itibaren kadmiyumlarin rediiksiyon kapasitesinin azalmamasi

icin en gec 1 saat icinde kullanilmas1 gerekir.

3. Deney i¢in gerekli sayida tlip spora dizildi (standart, numune ve kor i¢in). Her bir
tiipe yaklasik olarak 2gr kadar aktive edilmis kadmiyum huniyle piset i¢ine konulan
glisin-NaOH‘dan bir miktar sikilarak konuldu. Béylece hem kadmiyumlarin tiipe
kolayca girmesi hem de kadmiyumlarin hava ile temasi engellendi. Ardindan tiim
tiiplerin {izerindeki glisin-NaOH ¢ozeltisi dikkatlice disartya dokiildi. Bu arada
kadmiyumlarin digartya dokiilmemesine dikkat edildi. Daha sonra tiim tiiplerde kalan
glisin-NaOH 1slaklig1 tiipiin kenarindan peceteye degdirilerek emdirildi. Hemen bu tiipe
kadmiyumlar hava ile temas etmeden 1000 pL glisin-NaOH ilave edildikten sonra diger
tiipe ayni islem uygulandi ve bu sekilde tiim tiipler bitirildi. Daha sonra bu tiiplere

asagidaki ilaveler yapildi.

Tablo 5. Deney semast

Standart Numune Kor
Numune - 500 pL -
Saf su 500 uL 500 pL 1000 uL
Standartlar 500 uL - -

Pipetleme islemi bitikten sonra kapaklar kapatilarak elle veya bir roler yardimi ile 1,5

saat boyunca siirekli dondiiriildii. Bu sirada tiipler calkalanmamalidir.

Ardindan tiim tiipler 3000 g'de 3 dakika santrifiij edildi. Daha sonra tiiplerin iist

kismindaki siipernatantdan 1000 pL alinarak ilizerine griesse reaktifi konularak tiipler
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karanlikta 30 dakika (renklendirmek i¢in) inkiibe edildi. Son olarak renklenen 6rnekler

(kor, standart ve numuneler) 545 nm dalga boyunda okutularak absorbanslar kaydedildi.
3.4. Peroksinitrit Tayini

Vanuffelen ve ark. (121) tarafindan oOnerilen ve Al-Nimer ve ark. (122) tarafindan
modifiye edilen metot peroksinitrit tayini i¢in kullanildi. 10 pL. homojenata 1.990 mL
50 mM sodyum fosfat tamponu (pH 7.4) iginde ¢6ziinen 5 mM fenol eklendi. Karanlik
bir yerde 37° C'de 120 dk inkiibe edildi. 0.1 M NaOH ¢o6zeltisinden 15 pL ilave
edilerek 412 nm’ de absorbanslar alindi, molar ekstinksiyon katsayis1 kullanilarak (g =
4400/M/cm) peroksinitrit miktar: tespit edildi ve pmol/gr yas doku olarak sonuglar ifade
edildi.

3.5. Protein Tayini

Protein tayini Bradford yontemiyle yapildi (123) ve Sigir serum albumini standart egri

i¢in kullanildu.
3.6. istatistiksel Analiz

Normal dagilima uygunluk kontroliinde Kolmogorov Smirnov testi kullanilmistir.
Normal dagilima sahip degiskenlerin 3 bagimsiz grup karsilagtirllmasinda Anova ve
LSD ¢oklu karsilastirma testleri kullanildi. Degiskenler arasindaki iligkiler Pearson
korelasyon analizi ile test edildi. Degerler ortalama + Standart Sapma olarak verildi.
SPSS for Windows version 22 paket programu istatistiksel analizler i¢in kullanildi ve

p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismadan elde edilen bulgular asagida tablo ve grafikler halinde verilmistir.

Tablo 6. NO* degerlerinin karsilastirilmasi

Grup N Ort. = SS P
NK 8 4.58+0.26
. Propolis—K 8 552+194
NO R 10 721083 <00
Propolis + R 10 5.65+1.21
9 -
N |
7 -
6 -
. NK
5 T ::: @ Propolis K
TN = oR
o= & Propolis + R
3 - .
I:I
2 :::
I.l
.
|
|

NO

Grafik 1. Gruplara gore ortalama NO degerleri

Tablo 7 incelendiginde NO degerleri agisindan gruplar arasindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli bi¢imde ytiksek idi (p<0.05). Gruplar arasinda fark i¢in Tukey LSD

¢oklu analizini kullanild1 ve sonuglar Tablo 8'de verilmistir.
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Tablo 7. NO’ icin Tukey LSD sonug¢lari

Bagimli Degisken (D Gruplar (J) Gruplar Ortalamalar Farki P
NK 2.630 0.0001%*
NO* R Propolis—K 1.686 0.01*
Propolis + R 1.554 0.0001*

Yapilan Tukey LSD analizi neticesinde radyoterapi grubunda yer alan siganlarda NO*
degerinin normal kontrol grubundan (NK), propolis ile birlikte radyoterapi uygulanan
gruptan (Propolis + R) (p<0.001) ve propolis verilen kontrol grubundan (Propolis K)
(p<0.05) anlaml1 sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 8).

Tablo 8. NOS degerlerinin karsilastirilmasi

Grup N Ort. = SS P
NK 8 3.48+0.77
Propolis—K 8 3.28+0.89
NOS R 10 512+1.03 <00
Propolis + R 10 2.99+0.49
7 -
6 _ ‘{
5 -
4 - NK
@ Propolis K
R
37 \\ @ Propolis + R
2 - \
,- \
0 R l.-.-.l.l
NOS

Grafik 2. Ortalama NOS degerleri

Gruplara gore NOS aktiviteleri farkini tespit etmek amaciyla tek yonlii varyans
analizinde elde edilen sonuclar Tablo 9’da verilmistir. Tablodan da goriilecegi iizere

gruplar arasinda NOS aktiviteleri yoniinde anlamli bigcimde farkliliklar bulundu
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(p<0.05). Gruplar arasindaki farklilig: tespit etmek i¢in Tukey LSD analizi kullanildi ve

sonuclar Tablo 10'da verilmistir.

Tablo 9. NOS icin Tukey LSD sonuglari

Bagimli Degisken  (I) Gruplar (J) Gruplar Ortalamalar Farki P
NK 1.640 0.0001*
NOS R Propolis— K 1.837 0.0001*
Propolis + R 2.132 0.0001*

Yapilan Tukey LSD analizi neticesinde radyoterapi grubunda yer alan siganlarda NOS
degerinin normal kontrol grubundan (NK), propolis ile birlikte radyoterapi uygulanan
gruptan (Propolis + R) ve propolis verilen kontrol grubundan (Propolis K) (p<0.001)
anlamli sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 10).

Tablo 10. ONOO™ degerlerinin karsilastirilmasi

Grup N Ort. = SS p
NK 8 74.41 £ 23.70
_ Propolis —K 8 62.96 + 23.70
ONOO R 10 18934+6038 003
Propolis + R 10 63.06 + 19.09
260
240
220 +
200 A
180 - Fﬂ
160 - 4;5 NK
140 - Fﬂ 0 Propolis K
S
120 ~ e BR
100 - g @ Propolis + R
80 - ﬂ
60{ RN 2
40 - \ #
20 - 7
0 O
ONOO-

Grafik 3. Gruplara gore ortalama ONOO™ degerleri
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Peroksinitrit degerleri yoniinde farkliliklar tespit etmek i¢in yapilan istatistiksel analiz
sonucunda (ANOVA) Tablo 11'deki veriler bulunmustur. Tabloda gruplar arasinda
ONOQO™ degerleri agisindan anlamli bi¢imde farklilik oldugu bulundu (p<0.05). Gruplar

arasindaki Tukey LSD analizi kullanildi1 ve sonuglar Tablo 12'de verilmistir.

Tablo 11. ONOO icin Tukey LSD sonuglari

Bagimli Degisken  (I) Gruplar (J) Gruplar Ortalamalar Farki P
NK 114.927 0.0001*
ONOO~ R Propolis _K 126.376 0.0001*
Propolis + R 126.284 0.0001*

Yapilan Tukey LSD analizi neticesinde radyoterapi grubunda yer alan sicanlarda
ONOO™ degerinin normal kontrol grubundan (NK), propolis ile birlikte radyoterapi
uygulanan gruptan (Propolis + R) ve propolis verilen kontrol grubundan (Propolis K)

(p<0.001) anlaml1 sekilde daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Tablo 11).
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5. TARTISMA

Giliniimiizde radyoterapi, kanser tedavisinde kullanilan 6nemli tedavi yontemlerinden
biri olup kanser hastalarinin 2/3’iine bu tedavi uygulanmaktadir. Iyonize radyasyon
tedavisiyle arzulanan etkin doza ¢ikarken radyoterapi sahasi icerisinde kalan saglam
dokular da iyonize radyasyonun yan etkilerine maruz kalmaktadir. Radyoterapi
teknikleri ile normal dokuda olusan komplikasyonlar1 azaltmak i¢in giiniimiizde degisik
radyoterapik teknikleriyle (lic boyutlu konformal radyoterapi, yogunluk ayarh
radyoterapi, proton tedavisi vb.) hastalara tedavi yapilmakta ya da lokal kontrolden
odiin vermeyi gerektiren diisiik doz radyoterapi tedavisi ile veya klinik hedef olarak
tedavi gorecek alan kiigiiltiilerek tedavi uygulanmaktadir. Iyonize radyasyonun normal
dokuda meydana getirdigi hasar o dokunun radyasyona olan duyarliligina gore
degistiginden iyonize radyasyonun biyolojik sistem ve organlara olan etkilerini bilmek

ve iyonize radyasyonun hiicre ve dokular iizerine akut ve ge¢ donem etkilerinin

arastirilmasi 6nem arz eden bir arastirma konusudur (4,5).

Iyonize radyasyonun biyolojik sistemler iizerindeki zararli etkisi serbest radikaller
araciligityla meydana geldigi, insan viicudunun % 80’nini su olusturdugu igin
radyoterapi alan hastalarda iyonize radyasyonun etkisine bagli olarak su molekiillerinin
parcalanmasiyla ortaya ¢ikan serbest radikaller, birgok hastaliga sebep olmasinin yam
sira, DNA kiriklarina sebep olup hiicre dliimiine yol agtigi, radyoterapinin bu hasari
doza, sikligina, radyasyon siiresine ve radyoterapiye maruz kalinan tedavi alanin
biiyiikliigiine bagl oldugu ifade edilmektedir. Radyasyona bagli sekonder morbiditeyi
azaltabilmek ic¢in bir bagka yaklasim ise, normal dokuyu radyasyona karsi koruyan
ancak tiimor lizerinde olumsuz etkisi olmayan koruyucu maddelerin sistemik yolla
verilmesinin 6nemli oldugu, bu uygulama bi¢cimi kanser dokusuna daha yiiksek doz
verirlirken iyonize radyasyona bagli olusabilecek erken ve ge¢ komplikasyonlarin

Onlenebilecegi yapilan calismalarda belirtilmektedir (4,5, 11, 47, 108).

Ikilenme zamam hizli tiimérlerde iyonizde radyasyon tedavisi igin belirlenen siirede
tedaviye hi¢ ara verilmeden yapilmasi tedavinin basarisi ¢ok 6nemli oldugu, 6zellikle
akciger kanseri ve bag-boyun kanseri olan hastalarda radyoterapiye 5 gilinden fazla ara
vermek sagkalimi 6nemli derecede azalttigi yapilan calismalarda ifade edilmektedir

(4,5). lyonize radyasyona karsi radyoprotektif etkisi olan maddelerin 6zellikle radikal
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radyoterapi uygulanan ve bazen radyoterapiye ara vermeye neden olan bas-boyun
kanserli hastalarda gelisen oral ve orafaringeal mukozitin, mediasten isinlamalarinda
gelisen Ozofajitin, batin 1sinlamalarinda gelisen radyasyon kolitinin 6nlenmesinde ve
bazen radyoterapi alanina zorunlu olarak katilan organlarin (karagiger, kemik iligi,
tikkriik bezleri, goz, vb.) korunmasinda 6nemli klinik yarar elde edilebilecegi, tedavi
konforunu arttirabilecegi ve kanserin tedavisinde Onemli yararlar saglayacagini
inanmaktadayiz. Bu deneysel arastirmamizin bu konuda yapilacak klinik caligmalara

Oonemli oranda temel olusturacag: diislincesindeyiz.

Insanlar hastalandiklarinda ilk basvurduklar1 kaynak bitkiler oldugu, uzun yillarin
tecrilbesi sonucu, bazi bitkilerin hastaliklar1 iyilestirici 0zellige sahip olduklari,
bazilarinin ise tedavi edici olmadigini hatta zehirli oldugunu yapilan ¢alismalarda ifade
edilmektedir (5,123,124). Cesitli bitkiler, destekleyici ve tibbi yardim olarak yaygin bir
sekilde glinlimiizde kullanilmaya devam edilmekte ve “Alternatif Tip” giin gectikce
Onem arz ettigi, Diinya Saglik Teskilati'nin tahminlerine gore diinya iizerinde
20.000'den fazla bitki tiirii tibbi maksath kullanildigi, (124) propolisin tibbi amaclh
kullanilan bitkiler arasinda son zamanlarda 6nemli bir yer isgal ettigi, klinik ve deneysel
calismalarda, propolisin  bir¢ok terapdtik etkilerinin  yaninda  antioksidan,
antiinflammatuar, hepatoprotektif, immunmodiilator ve antikanserojen gibi

etkilerininde oldugu arastirmalarda belirtilmektedir (4,5,126,127).

Canlilarda oksidasyon, hayati fonksiyonlar i¢in gereken enerjiyi saglamada gerekli olan
onemli bir yol oldugu, kontrol dis1 oksidasyon, hedef hiicrelerin antioksidan savunma
sistemini asarak ROT ve RNT gibi serbest radikal olusumuna sebep oldugu, olusan
serbest radikallerin hiicre i¢i seviyesininin yilikselmesinin hiicresel yapilar
hasarlayabilecegi ve bu hasarin da birgok hastalikta rol alabilecegi yapilan
arastirmalarda belirtilmektedir (4,5, 126-131). Iyonize radyasyon sonucu olusan serbest
radikaller lipid peroksidasyonunu baslatarak hiicre zar1 yapisinda bulunan c¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ve bunun sonucunda lipid yapisinda
degisikliklere sebep olmakta ve zarin islevinin bozulmasiyla hiicre hasarina yol
acmaktadir. Oksidasyon sonucu olusan serbest radikallerin dogrudan Olgiilmesi
degisken yapilar1 ve kisa d6mre sahip olmalar1 nedeniyle ¢ok giic ve zahmetli bir istir. Bu
nedenle arastirmalarda, esas olarak oksidasyon sonucu ortaya c¢ikan Triinlerin
olusumundaki artiglar1 gosteren biyokimyasal parametreler Ol¢iilerek degerlendirmeler

yapilmaktadir (4, 5, 11).
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Alman oksijenin dnemli bir kismini1 beyin dokusu tarafinda tiiketilmekte ve beyin
dokusu gii¢lii bir antioksidan savunma sistemine sahip olmadig1 i¢in iyonize radyasyon
ve diger sebeplerden dolay1 oksidatif/nitrozatif stres sonucu iiretilen ROT ve RNT’ nin
olusturdugu hasara maruz kalmaktadir. Bu nedenlerle ¢orek otu yagi (4,11, 124), kafeik
asit fenetil esteri (KAFE) (128), melatonin (129), ¢inko (130), karnitin ve vitamin E
(131) gibi antioksidan o&zellige sahip bir¢ok bilesigin iyonize radyasyonun zararli
etkilerini 6nlemede deneysel modellerle etkileri arastirilmis ve bu ¢aligmalarda iyonize
radyasyonun sebep oldugu oksidatif stres sonucu olusan serbest radikallerin bir¢ok
hastaligin patogenezinde rolii oldugu, antioksidan maddelerin ise bu zarar1 dnleyici ve

geciktirici etkiye sahip oldugu 6ne siirlilmiistiir.

Propolis insanoglu tarafindan tibbi amach olarak uzun zaman 6nce Avrupa, Kuzey
Amerika, Misir, Yunan ve Romalilar tarafindan kullanildigi, farmakolojik agidan en
etkili bilesikleri flavanoid grubu c¢esitli fenolik ve aromatikler oldugu (125,126),
icerisinde yogun miktarda bulunan flavanoidler son derece kuvvetli antioksidanlar olup
bunlar da serbest radikalleri tutma 6zelliklerinden o6tiirti lipidleri korudugu,vitamini C
gibi diger bilesiklerin oksitlenmesini ve yikilmasii engelledigi (127-129), iyonize
radyasyonun zararl etkilerini azaltic1 6zellige sahip oldugu (4,5) yapilan arastirmalarda
ifade edilmektedir. Ilhan ve ark. (132) tarafindan tavsanlar iizerinde yapilan bir
calismada iyonize radyasyon hasarina karsi propolisin etken maddesi olan KAFE ve
metil prednizolonun koruyucu etkisi ve spinal kord dokusunda SOD, MDA ve CAT
enzim aktiviteleri ve histopatolojik degisiklikler incelenmis ve calisma sonucunda
KAFE grubundaki tavsanlardan alinan 6rneklerde MDA seviyelerinin metil prednizolon
grubuna gore anlamli sekilde daha diisiik oldugu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ise KAFE grubunda yer alan tavsanlardan alinan 6rneklerde doku hasarinin olmadig:
tespit edilmistir. Yine bagka calismalarda siganlarda iyonize radyasyon ile olusturulan
katarakt modelinde propolisin, iyonize radyasyonun zararl etkilerini azalttigi, oksidatif

stresi ve dolayisiyla % 70 oraninda katarakt olusumunu onledigi rapor edilmistir (4,5).

Canlilarda bulunan 3 farkli enzim tarafindan sentez edilen NO’, bir¢ok biyolojik olayda
rol alan ve vuciitta yaygin olarak bulunan 6nemli bir molekiil olup bir ¢ok reaksiyonda
onemli gorevler almaktadir. Endotoksin ve proinflamatuar sitokinler, NO”in
inflamatuar etkisinden sorumlu olan iNOS'u indiikleyerek NO® iiretimini arttirdigi
calismalarda belirtilmektedir. NO® inflamasyonun bir¢ok asamasinda rol oynar (133,

134). Farkli ajanlarin uyarisi ile canlilarda NO® sentezlendigi, vazodilatasyon, vaskiiler
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permeabilitedeki degisim ve ekstravazasyon, lokosit aktivasyonu gibi inflamasyonla
beraber giden pek c¢ok olaylarda NO® o6nemli bir rol oynadigi (135), pikomolar
diizeylerde cNOS ile fizyolojik ve koruyucu etki gosterdigi, nanomolar diizeylerde ise
iNOS iizerinden proinflamatuar ve hasar olusturucu etkiler sahip oldugu arastirmalarda
belirtilmektedir (136). Oksidatif stres sartlar1 altinda NO*’ nun apoptozisi, sitotoksisiteyi,
mutagenezisi ve DNA hasarint arttirict etkisi oldugu, NO® demir-siilfiir igeren
enzimlerin fonksiyonunu degistirdigi, mitokondrial solunumu bozucu zararli etkiye
sahip oldugu, oksidatif stres durumda yiiksek miktarda siiperoksit radikali iiretildigi
zaman NO’ ile reaksiyona girerek, oldukca prooksidan bir molekiil olan OONO’in
olusturdugu ve olusan OONO™ ¢ok kisa yar1 omiirlii ancak oksidatif doku hasarina ve
enzimlerle nitrotirozin bilesikleri yaparak onlarin inaktif olmalarina neden olan son
derece reaktif bir molekiil oldugu (133,134), hidroksil radikali benzeri aktiviteye sahip
olup radikalik tepkimeleri baglatmakla birlikte biyomolekiillerin nitrasyonuna da sebep
oldugu c¢alismalarda ifade edilmektedir (133,137). Peroksinitrit hiicrede niikleer bir
enzim olan poli(ADP-riboz) sentaz1 aktive ederek, bu enzimin nikotinamid adenin
diniikleotidi substrat olarak kulladigi i¢in ATP tiikketimine ve hiicre Oliimiine yol

acabilecegi ifade edilmektedir (5,135).

Bu calismada iyonize radyasyon verilen grupta NOS aktivitesi, NO° ve OONO-
seviyeleri diger tiim gruplardan belirgin derecede istatistiksel olarak anlamli bigimde
yiiksek oldugunu tespit ettik. Yaptigimiz literatiir taramasinda iyonize radyasyonun
sigan beyin dokusunda olusturdugu hasar1 6nlemede propolis kullanilarak nitrozatif
stresi inceleyen bir arastirmayla karsilagmadik. Sonuc¢larimiz yapilan diger deneysel

modellerle karsilastirildiginda uyumluydu.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, yaptigimiz bu calismada siganlarda radyasyonla olusturulan oksidatif
stres durumunda propolisin nitrozatif stres parametrelerini 6nemli diizeyde engelledigi
Olctiiglimiiz biyokimyasal parametrelerle tespit ettik ve bu propolisin antioksidan
bakimindan radyoprotektif ajan olarak beyin dokusunda koruyucu etkisinin
olabilecegini desteklemekle beraber bu bulgularin dogrulanmasi i¢in destekleyici
kantitatif oksidatif DNA hasart ve molekiiler diizeyde daha ileri biyokimyasal

caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duymaktadir.
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