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KISALTMALAR DIZINi
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Trx : Tiyoredoksin

Trx(S), : Okside tiyoredoksin
Trx(SH); : Rediikte tiyoredoksin
Trx-R : Tiyoredoksin rediiktaz
Zn : Cinko



1. GIRIS VE AMAC

Radyasyon, 19. yiizyilin sonlarina dogru X-isinlar1 ve radyoaktivitenin
kesfiyle birlikte yasamimiza girmis, tibbi ve endiistriyel alanlarda genis kullanim
bulmasiyla yasantimizin vazgegilmez bir parcasi olmustur. Insanlar meslekleri
dolayisiyla veya bagka nedenlerle, bir sekilde radyasyona maruz kalabilmekte ve
aliman doza baglh olarak ta farkli sekillerde bu radyasyondan etkilenmektedir [1].
Insanlik, niikleer kazalar sonucu yiiksek doz radyasyona maruziyetin sonuglarimi
gordiigii gibi tedavi amaciyla hastanelerde kullanilan diisiik doz radyasyona
maruziyetin zararh etkilerine de sahit olmustur. Alinan radyasyonun dozuna bagl
olarak akut, hayati tehdit eden durumlar ortaya ¢ikabildigi gibi, diisiik dozun
molekiiler diizeydeki etkisiyle yillar sonra da hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir. Son
yizyilda radyasyonun =zararli etkilerinin fark edilmesiyle bu konuda yapilan
arastirmalar giderek artmis, hatta bizzat bu konuyla ilgilenen bilim dallar1 ortaya
cikmistir. Ciinkii hayatimiza bir¢ok alanda girmis ve bize zarar vermekte olan bir

etkenin her yoniiyle bilinmesi ihtiyact dogmustur [2,3].

Yapilan ¢alismalarda radyasyonun canli dokulardaki etkisi bir¢ok yonden ele
alinmakla birlikte bilinen en 6nemli etkisi hiicrelerde oksidatif stres olusturmasidir.
Ozellikle su molekiillerini etkileyerek hidroksil radikalinin olusumuna neden
olmaktadir. Olusan bu radikal daha sonra zincirleme reaksiyonlarla oksidasyon
stirecini hizlandirmaktadir. Zincirleme reaksiyonlar baslamadan once dokuda

bulunan antioksidanlar radyasyonun etkisini azaltir [2].

Hiicreler radyasyona maruz kaldiklarinda olusan oksidatif stresi mevcut

antioksidanlarin etkisinden sonra kendi antioksidan sistemleriyle ortadan kaldirmaya



calisir. Bu sistemlerden en Onemlileri glutatyon ve tiyoredoksin sistemleridir.
Sistemlerin bilinyesinde olusan rediikte glutatyon ve rediikte tiyoredoksin,
oksidasyona ugramis molekiilleri indirgeyerek hiicreleri korumaktadir. Radyasyon
uygulanmasindan sonra akut donemde inflamasyon goriilmesi de kaginilmaz bir
durumdur. Radyasyon hedef ve c¢evre dokularda plazma proteinleri ve lokosit

toplanmasi ile karakterize inflamatuar stireci uyarmaktadir [2,4-6].

Giliniimiizde tedavi amaciyla kullanilmakta olan radyasyonun hastalarda
olusturdugu yan etkileri azaltmak ig¢in careler aranmaktadir. Nitekim radyasyonun
hastalar1 zora sokan ciddi yan etkileri mevcuttur. Bu amagla antioksidan destek

tedavileri aranmakta, antiinflamatuar ajanlarin faydalar1 denenmektedir.

Melatonin, DNA, lipitler ve proteinleri serbest radikallerden korudugu bilinen
bir antioksidandir. Bu 6zelligini antioksidan enzimlerin aktivitesini uyararak ve
serbest radikalleri direkt veya dolayli yoldan siipiirerek gdstermektedir [7]. Bilinen
antioksidanlar arasinda melatoninin hidroksil radikalini siipiiriicii etkisi en yliksektir.
Hiicrenin biitiin boliimlerine dagilmis haldedir ve biitiin biyolojik membranlardan
hizlica gecebilmektedir. Farkli tiirde canlilarda yapilan ¢alismalarda melatoninin,
iyonize radyasyonun neden oldugu oksidatif strese karsi koruyucu etkisi oldugu
gosterilmistir [7]. Bu nedenle diisiik toksisiteye de sahip olan melatoninin tedavide

kullanilabilecegi diisiiniilmiistiir.

Diklofenak sodyum, analjezik, antiinflamatuar ve antipiretik etkili bir
fenilasetik asit tiirevidir. Cogunlukla eklemlerin inflamatuar hastaliklarinda
kullanilan bir ilagtir. Mide-barsak kanalindan tam olarak ve cabuk absorbe edilir.
Yarilanma mrii yaklasik 1,2-1,8 saattir. Non steroid anti-inflamatuar (NSATI) ilaclar
bazi patolojik durumlarda ve kanserde upregiile halde bulunan COX-2 enzimini
inhibe etmektedir. NSAI grubundan olan diklofenak sodyum da giiclii bir COX-2
inhibitoriidiir. Bu yoniiyle diklofenak sodyumun kanserli hastada kullanim1 avantajl
goriilmektedir. Nitekim son zamanlarda NSAI ilaclarin antikanser etkileri {izerine
yapilmis caligmalar mevcuttur [8-10]. Son yapilan ¢alismalarda diklofenak
sodyumun radyoprotektif etkisinden de bahsedilmektedir [11].

Biz bu c¢alismamizda radyasyonun beyinde oksidatif stres ve inflamasyon
yoluyla olusturdugu zararli etkileri engellemede melatonin gibi bir antioksidan ve

diklofenak sodyum gibi bir antiinflamatuar ajanin etkilerini aragtirmayr amagladik.



Bakacagimiz parametrelerle de melatoninin antioksidan sistemlerle iligkisini

gostermeyi amagliyoruz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Radyasyon

Maddenin temel yapisini atomlar meydana getirir. Bir elementin tim
kimyasal 6zelliklerine sahip en kiiciik parcast olan atom, pozitif yiikli bir ¢ekirdek
ve etrafinda donen negatif yiiklii elektronlardan olusur. Atomun c¢ekirdegi ise
niikleon adi verilen arti yikli proton ve yiiksiiz ndétronlardan olusur. Atom
cekirdeklerini olusturan niikleonlarin (ndtron ve proton) orani hafif elementlerde 1
iken, agir elementlere dogru gidildik¢e ndtronlar lehine artmaya baslar. Bir maddenin
atom ¢ekirdegindeki nétronlarin sayisiyla protonlarin sayisi arasinda bir dengesizlik
oldugunda cekirdek kararsiz bir yap1 gostermekte ve daha kararli hale gegmek icin
cesitli 1smlar yaymaktadir. Cevresine bu sekilde 1sin sacan maddelere "radyoaktif
madde", g¢evreye yayilan elektromanyetik dalga ve parcacik seklindeki isinsal
enerjiye ise "radyasyon" adi verilmektedir. Radyasyonu temel anlamda, boslukta ve

madde igerisinde yol alan enerji olarak tanimlamak miimkiindiir [1,2,12].

Radyasyon, iyonize ve non-iyonize olmak {izere iki sinifa ayrilir. Non-iyonize
radyasyon kiitlesiz elektromanyetik dalga seklinde olan radyasyondur. Radyo
dalgalari, mikrodalga, radar, goriiniir 151k, mor &tesi 1s1k, enfraruj, ultraviyole
1sinlardan olusur [3,13]. Non-iyonize radyasyonlar, yeterli enerjiye sahip olmadiklari
icin iyonlagtirict radyasyonlar kadar zararli degildir. Elektrik enerjisi ileten ya da
elektrikle c¢aligsan her tiirlii arag, ¢alisma durumunda ¢evresinde bir elektromanyetik
alan olusturabilmektedir. Iyonize radyasyonlar ise, madde icerisinden gecerken
enerjisini ortama aktarmak suretiyle, ortamdaki atomlar1 dogrudan veya dolayh
yollarla iyonlastiran radyasyon c¢esitleridir. Atom veya molekiillerden elektron

koparabilecek kadar giiclii enerji seviyesine sahiptirler [3,13]. Iyonize radyasyonlar
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bir ortama veya biyolojik sisteme girdiginde ortamdaki atomlara ¢arparak elektron
koparirlar (iyonlagsma) veya carptiklari atomlarin elektronlarini koparamasalar bile
daha yiiksek enerji seviyesine atlatirlar (uyarilma) [4]. Iyonlasma ve uyarilma olay1
iyonize radyasyon enerjisinin ortam tarafindan emildigini gsterir. Iyonize radyasyon

cesitleri asagidaki gibidir.
1. Elektromanyetik radyasyon: X 1ginlar1 ve gamma 1sinlari

2. Pargacik tip radyasyon: Alfa parcacigi, beta pargacigi, notron, proton,

elektron, pozitron, agir iyonlar

Elektromanyetik dalgalar1 birbirinden ayiran esas faktorler dalga boylari,
dolayisiyla frekanslar1 veya enerjileridir. Elektromanyetik radyasyonlarin enerjileri
arttikca, birer enerji paketi anlamina gelen foton adini1 alirlar. Fotonlar uzayda 151k
hiziyla hareket ederler. Yiik ve kiitleleri olmadigindan pargacik tipi radyasyonlardan
farklidirlar [14]. X 1sinlar1 ¢ekirdek disinda olusan elektron kaynakli 1sinlardir. Gama
isinlan ise, radyoaktif bir ¢ekirdegin kararli hale ge¢mesi esnasinda parcalanarak
aciga c¢ikan fazla enerjinin, c¢ekirdekten digar1 atilmasi sonucunda olusur. Gamma
radyasyon hayli yiiksek enerjili olup etkilesim olmaksizin insan viicudundan belirli
bir kism1 gegebilecek kadar penetrandir. Fotonlarin yaklasik %751 hedef dokunun

atomlariyla etkilesime girerek enerji kaybeder [3,4].
2.1.1. iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonize radyasyonlardan gamma, nétron, beta ve alfa radyasyonlar1 biyolojik
sistemlerle etkilesime girer [15]. Iyonize radyasyonun biyolojik bir sistemde yol
actig1 olumsuz etki direkt ve indirekt etki olmak iizere ikiye ayrilir. Eger radyasyon
enerjisi DNA veya bir enzim molekiilii tarafindan emiliyorsa, bu molekiillerde
olusturdugu olumsuz etkilere radyasyonun direkt etkisi denir. Biyolojik sistemdeki
molekiiller tarafindan direkt olarak emilmeyip zararli yan {iriinlerin olusumuna neden
oluyor ve bu yolla degisime neden oluyorsa, bu etkiye radyasyonun indirekt etkisi
denir [1,15]. Iyonize 1sinlar gectikleri dokulara enerji aktarirlar. Bu aktarima lineer
enerji transferi (LET) adi1 verilir. Notron, proton, alfa partikiilleri ve agir iyonlar
yiiksek lineer enerji transferine; fotonlar (gama i1sinlar1 dahil), elektronlar ve
pozitronlar ise diisiik lineer enerji transferine sahip radyasyonlardir. Yiiksek LET

radyasyonlar1 daha fazla biyolojik hasar meydana getirir [16].

Radyasyon baslica li¢ kademede etki gosterir [4].



Fiziksel Kademe: Iyonize radyasyon ile canli dokularini olusturan atom ve

molekiiller arasindaki ilk etkilesimi kapsar. Radyasyon enerjisi maddeye aktarilir ve
bunun sonucunda maddenin molekiillerinde iyonlasma ya da uyarilma meydana
gelir. Tyonlasma sonucunda olusan serbest elektronlar diger komsu atomlarda da
iyonlagmaya yol acar ve bu sekilde zincirleme bir reaksiyon meydana gelir. Ancak
bu ilk reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan iirlinler son derece kararsizdirlar ve kisa

stirede sekonder reaksiyonlarin olusmasina yol agarlar [2-4].

Kimyasal Kademe: Sekonder reaksiyonlarin meydana geldigi kademedir.

Hasar goren atom ve molekiiller reaksiyona girer ve sonugta serbest radikaller olusur.
Bu serbest radikaller ¢ok reaktif yapidadirlar ve siirekli olarak hem kendi aralarinda
hem de ortamdaki diger molekiillerle reaksiyona girerler. Serbest radikal

reaksiyonlar1 radyasyonun emiliminden sonra milisaniyeler i¢inde tamamlanir [2-4].

Biyolojik Kademe: Bu kademede canlida meydana gelen olaylar,

radyasyonun son biyolojik etkisinin ortaya ¢ikmasina yol agar. Bu kademe birtakim
hasarlara yol acan enzim reaksiyonlariyla baslar. Reaksiyonlar sonucunda ¢ekirdek
ve sitoplazmada degisim, kromatinlerde hasar, mitozda etkilenme ve hiicreler arasi
iletisim bozuklugu gibi etkiler goriiliir. DNA’da olusan hasarlarin bir kismi
onarilabilir fakat onarilamayan hasarlar da olusur ve bu hiicrenin 6liimiine yol agar.
Ayn1 zamanda radyasyon genetik bozukluklar ve kanser gibi etkiler de olusturur [2-

4].

Radyasyonun gozlenen hiicresel etkileri gerek direkt gerekse indirekt olsun

iyonize radyasyonun degisik tip ve dozlar1 i¢in temel olarak benzerdir.

Hedef atoma enerji transferi saniyenin ¢ok kiiciik bir kisminda olugsmasina
ragmen, biyolojik etkiler dakikalar icinde degil, yillar sonra bile ortaya ¢ikabilir.
Ismsal enerjiye maruz kalindiginda, hizli boliinen hiicrelerin bulundugu dokularda
daha fazla, az sayida boliinen hiicrelerin bulundugu dokularda daha az zedelenme
olur. Bunun nedeni hiicrelerin mitozdayken radyasyona daha hassas olmasidir.
Dokulardaki zedelenmenin diizeyini alinan doz miktari, hiicrelerin kendini yenileme

kapasitesi ve oksijen miktar1 belirler [4,17-19].

Yiiksek doz radyasyon lipid peroksidasyonu araciligiyla tiim biyolojik

membranlarda degisikliklere neden olur. Bu siire¢ organeller ve tiim hiicre igin



belirgin bir yikici etki olusturur. Sonugta yapisal ve biyokimyasal 6zelliklerin kaybi

hiicreleri hasara ve 6liime gotiiriir.

Bir¢ok memeli canli i¢in, 100 Gy gibi yiiksek bir doz alindiginda 24-48 saat
icinde goriilen 6liim serebrovaskiiler sendroma baghdir. 5-12 Gy araliginda giinler
icinde gastrointestinal sendroma (kanli ishal) bagli 6lim goriilirken, 2,5-5 Gy

dozlarinda hematopoetik sendroma bagli birka¢ hafta i¢inde 6liim meydana gelir [2].

Diisiik dozlar ise daha ¢ok DNA iizerinde etkili olur. Iyonize radyasyonun

DNA iizerine direkt etkisi ile meydana getirdigi zararlar 6zet olarak;

* Hidrojen baglarinin kirilmasi

* Zincir kirtlmalart; tek veya ¢ift kolda kirilmalar veya seker fosfat iskeletinin
kirilmasi

» DNA da baz hasari; baz degisikligi veya kaybi1

* Capraz baglanma

Diger yandan iyonize radyasyon tarafindan hiicre i¢i sivida olusturulan
serbest radikaller de DNA ile reaksiyona girerek indirekt yoldan hasarlara neden
olur. Bu sekilde radyasyonun etkisi ile hiicre ¢ekirdegi ve DNA’nin tahrip edilmesi

hiicresel lireme yetenegini ortadan kaldirir [4,20,21].
Radyasyon sonrasit DNA’da olusabilecek iig tiir hasar vardir:

1- Subletal hasar; tek basina 6liimciil degildir, bir sonraki boliinmede ya da
olumsuz ortam kosullarinin devami halinde 6liim gelisebilir ve uygun
kosullarda onarilmasi miimkiindiir.

2- Potansiyel letal hasar: Eger hiicre boliinmesi kisa bir slirede meydana
gelirse hasar 6liimciildiir, ancak boliinme gecikirse sonug tamir edilebilen
hasardir.

3- Letal hasar; onarilamayacak kadar biiyiik olup, hiicreyi hemen 6liime
gotiiriir. Genellikle ¢ift zincir kirig1 mevcuttur [20].

Biyolojik hasarlar agisindan, ister direkt ister indirekt yoldan olsun DNA
hasar1 en 6nemli olanidir. Klinikte kullanilan radyasyonla olusan hasarlarin biiyiik
Olclide indirekt yoldan oldugu kabul edilmektedir [4]. Subletal hasarlarin birikmesi
hiicrenin reprodiiktif 6limii ile, letal DNA hasar1 ise apopitozis ile sonuglanir. Ancak
hiicre tamir enzimleri DNA’daki subletal hasarlar1 belli 6l¢iide giderebilirse hiicre

sag kalabilir ve bu siire¢ sonunda giderilemeyen kalict mutasyonlar her hiicre



boliinmesinde diger nesillere aktarilir. Uzun vadede (5-20 yil) bu hiicrelerde %1-5

oraninda kanserlesme goriilebilir [22].

Stirekli mitoz gosteren kanser hiicreleri normal hiicrelere gore radyasyondan
daha fazla etkilenmektedir [23]. Bu 6zelliklerinden faydalanilarak iyonize radyasyon
kanser tedavisinde kullanilmaktadir. Radyoterapide asil amag, hiicrenin lireme
yetenegini durdurmaktir. Cilinkii hiicresel iireme yetenegi duran hiicre 6lii kabul edilir
(reprodiiktif 6liim). Bu nedenle klinikte kullanilan dozlar, hiicre membraninda lizis

yapacak veya hiicre organellerini tahrip edecek kadar yiiksek degildir.
2.1.2. iyonize Radyasyon ve Serbest Radikallerin Olusumu

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, yiiklii veya
yiiksiiz, kisa omiirlli, kararsiz, molekiil agirhig1 ¢ok diisiik ve ¢ok etkin molekiiller
olarak tanimlanabilir. Serbest radikaller organizmada metabolizmanin normal isleyisi
sirasinda olusacagi gibi, ¢esitli dis etkenlerin etkisiyle de olusabilmektedir. Yasam
stiresi kisa ve yapilarindaki elektrik dengesizligi nedeniyle ¢ok aktif yapida olan
serbest radikaller, cesitli enzimlerin etkisiyle hiicrenin biitiin boliimlerinde
(mitokondrideki elektron transport zinciri reaksiyonlari, endoplazmik retikulumdaki
karma fonksiyonlu oksidaz sistemi, sitoplazmada ksantin oksidaz, dopamin beta
hidroksilaz, D-aminoasit oksidaz, {iirat oksidaz gibi enzimlerin etkinligi,
prostaglandin sentetaz ve lipooksijenazlarin faaliyeti, peroksizomlarda ve
lizozomlardaki metabolik olaylar) olusabilmekte ve tiim hiicre bilesenleriyle
etkilesebilmektedir [24-26]. Tiim aerobik canlilarin hiicrelerinde belirli diizeylerde
radikaller olusmaktadir. Bunlar O, tiirevi, karbon ve kiikiirt merkezli serbest

radikallerdir [27,28].

Dokularda serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma sistemi denge
halindedir. Serbest radikal olusum hiz1 savunma sistemi tarafindan temizlenme hizini
asarsa serbest radikallere bagli zararli etkiler ortaya ¢ikar. Bunlari $oyle

siralayabiliriz.

1. DNA hasan

2. Niikleotid yapili koenzimlerin yikimi

3. Tiyollere bagli enzimlerin yap1 ve fonksiyonlarmin bozulmasi, hiicre
ortaminin tiyol/disiilfid oraninin degismesi

4. Protein ve lipitlerde kovalent baglarin olusumu



5. Enzim aktiviteleri ve lipit metabolizmasinda degisiklikler

6. Mukopolisakkaritlerin yikimi

7. Proteinlerin parcalanmasi ve tekrar yapiminin artmasi; proteinlerdeki
sistein siilfhidril gruplar1 ve diger aminoasit kalintilar1 okside olarak
yikilir.

8. Membranlarda lipit peroksidasyonu ile membran gegirgenliginin artmasi

9. Kollajen ve elastin gibi proteinlerdeki oksidasyon-rediiksiyon olaylarimin

bozulmasiyla kapiller aterofibrotik degisikliklerin olusmasi [29-32].

Organizmada, dis etkenlere bagl olarak serbest radikal olusumunun onemli
nedenlerinden birisi iyonize radyasyondur. Hiicrelerin yaklasitk %380’ini su
olusturdugu i¢in radikal olusumuna biiyiik oranda su molekiilleri dnciiliikk etmektedir.
Radyasyona maruz kalan su iyonize duruma gecer ve asagidaki basamaklar

izleyerek H ve OH’ radikali olusumuyla sonuglanir.

H,0 —» H,0' + ¢

e + H,0O — H,O

Olusan H,0" ve H,O molekiilleri asagidaki gibi OH" ve H' radikallerinin
olusumuna neden olur.

H,0" — H + OH

H,OO — H + OH

OH' ve H' radikalleri sadece suyun iyonlagsmasi ile olusmaz. Su

molekiillerinin uyarilmasi ve uyarilmis molekiillerin ayrilmasi ile de meydana

gelebilirler.

H" ve OH’ serbest radikalleri, diger serbest radikaller ve molekiiller ile

etkilesebilir. Cesitli sekonder reaksiyonlar ile farkli serbest radikaller olusur [33].

OH" + OH' — H,0, (Hidrojen Peroksit)
H + O, — HO, (Hidroperoksil)

Suyun radyolizi ile olusan yiiksek kimyasal reaktiflige sahip radikaller (OH"
ve H) organik biyolojik molekiiller (BM) ile reaksiyona girerek onlar1 da radikal
haline doniistiirebilir. Bu reaksiyonlar sonunda canliya 6zgii yeni tiir biyoradikaller

(B") olusur.



BM + OH — B + H,0
BM + H — B + H,

Iyonize radyasyonun su molekiiliinii iyonlastirmas1 sonucunda olusan serbest
radikaller DNA hasarina neden olur. Etkilerin % 65°1 bu dolayli yol ile olugsmaktadir.
Bu reaksiyonlarin tiimi, ilk kademede H,O ortaminda olusan serbest radikallerin

aracili@1 nedeniyle radyasyonun indirekt etkisi olarak nitelendirilir [34].

Serbest radikaller ayrica oksijen molekiilleri ile de etkilesime girer ve bu
etkilesimler sonucunda gerek hidrojen gerekse bazi organik molekiillerin peroksit
radikalleri olusur ve bunlar biyolojik acidan son derece tahrip edicidir. Radyasyonun
canlt sistemlerde etkinlik derecesi, oksijen varligi ile artmaktadir. Oksijen varligr ile
sOzii gecen peroksit radikallerinin olusma sansinin artisi, bu etkinin mekanizmasi

olarak kabul edilmektedir [2,4,35].
2.1.3. Radyasyonun inflamatuar Etkisi

Akut radyasyon hasarinin bilesenlerinden biri inflamasyondur. Radyasyona
maruziyet sonrast ilk saatlerde sitokin kaskadinin transkripsiyonel aktivasyonu
goriiliir. Isinlanan hiicre tarafindan salinan sitokinler ayn1 dokudaki veya uzak
hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak hiicreleri biyolojik cevap ig¢in uyarir [6]. Bu
sitokin kaskadinin aktivasyonunun maruziyet sonrast hemen basladig1 ve uzun siire
devam edip ge¢ radyasyon hasarmin gelismesinde de rol oynadig: diisiiniilmektedir
[36].

Radyasyon sonras1 proinflamatuar ve profibrotik sitokinler olan interlokin-1
(IL-1), Alfa Timor Nekroz Faktér (a-TNF) ve Beta Transforme Edici Biiyiime

Faktorii (B-TGF) salgilanir. Bu sitokinler kollajen I, III, IV ve fibronektin salinimini
uyarir [37].

2.1.4. Radyasyonun Beyindeki Etkisi

Sinir hiicreleri boliinmeyen ve ¢ogalmayan hiicreler oldugundan viicudun
diger hiicrelerine gore radyasyona kars1 daha direnclidir. Ciinkii radyasyon 6zellikle
hizli boliinen hiicrelere etkilidir [38]. Bunun yaninda sinir hiicreleri serbest radikal

hasarma oldukga hassastir. Bunun nedenlerini su sekilde siralayabiliriz;

1. Oksidatif metabolik aktivitenin hizinin ¢ok yiiksek olmasi. Oksijenin

yiiksek diizeylerine maruz kalmasi.
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2. Membranda bulunan poliansatiire yag asidi gibi kolayca okside olabilen

bazi substratlarin beyinde oldukca yiiksek konsantrasyonda olmasi.

3. Katalaz ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi antioksidan enzimlerin,
spesifik aktivite olarak diisiintildiiglinde diger organ ve dokulara kiyasla daha diisiik

diizeylerde olmasi.

4. Dopamin oksidasyonu gibi baz1 spesifik ndrokimyasal reaksiyonlarla asiri

endojen reaktif oksijen radikali tiretilmesi.
5. Noronlarin membran alaninin sitoplazmik hacime oraninin yliksek olmasi.
6. Aksonlarin morfolojisinin periferal hasara oldukc¢a yatkin olmasi.

7. Noron hiicrelerinin dogusta son boliinmelerini tamamlamis olmasi ve daha
sonraki donemlerde cogalamamasi nedeni ile hasar goren hiicrelerin kendini

yenileyememesi.

8. Insan beyninin baz1 bolgelerinin (globus pallidus ve substantia nigra) demir
elementinden zengin olmasi, beyaz ve gri cevherde ise askorbik asit

konsantrasyonunun oldukca yliksek olmasidir [39,40].
2.2. Antioksidan Savunma Mekanizmalari

Antioksidanlar canli hiicrelerde bulunan protein, lipit, karbonhidrat ve DNA
gibi okside olabilecek bilesenlerin oksidatif hasarini engelleyen veya geciktiren
maddeler olarak tanimlanmaktadir [7]. Aerobik organizmalarda serbest oksijen
radikali stirekli olusmaktadir ve serbest radikallerin zararli etkilerini onlemek iizere
organizmada bulunan antioksidan savunma sistemleri ile denge halindedir. Bu hassas
dengenin radikaller lehine bozulmasi halinde hiicre 6liimiine kadar gidebilen bir¢ok

patolojik degisiklik ortaya ¢ikmaktadir [5,41].
Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterirler:
1. Serbest radikal olusumunun 6nlenmesi;

e Baglatici reaktif tiirevlerini uzaklastirici etki
e Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki

o Katalitik metal iyonlarini uzaklastirict etki
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2. Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi;

e Zincir kirici etki: Reaktif oksijen tiirlerinin ve zincirleme
reaksiyonlar1 baglatacak diger maddelerin baglanmasi

e Siipiiriicii etki: Reaktif oksijen tiirlerinin baglanarak veya daha az
reaktif bagka molekiillere dontistiiriilerek etkisiz hale getirilmesi

e Bastirict etki: Reaktif oksijen tiirlerine bir proton eklenerek etkisiz
hale getirilmesi

¢ Onaric etki: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamir edilmesi

2.2.1. Glutatyon Sistemi

NADPH + H* GSSG 2H:0

Glutatyon
rediiktaz

Glutatyon

peroksidaz

NADP~ 2GSH H:0:

Sekil 1. Glutatyon sistemi

Glutatyon

Glutatyon basta karaciger olmak {iizere pek ¢ok dokuda yiiksek diizeylerde
bulunan, glutamat, sistein ve glisinden olusan bir tripeptittir [42]. Antioksidan ve
indirgeyici bir maddedir. Glutatyona antioksidan 6zelligini yapisindaki tiyol grubu
kazandirir. GSH-Px ve GST gibi enzimlerin kofaktoriidiir. Hiicre i¢inde oksidan
maddeleri kendi iizerine ¢ekerek hiicrenin fonksiyonel proteinlerinin oksidasyonunu
engellemektedir. Hidroksil radikali ve singlet oksijen gibi reaktif oksijen tiirlerini
temizleyen ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi
koruyan glutatyon, ayni zamanda aminoasitlerin transportunda da gorev almaktadir.
E ve C vitamini gibi antioksidanlar ve diger serbest radikal siipiiriiciilerinin
caligmasini da 6nemli oranda destekler [43]. Ayrica, proteinlerdeki siilthidril (-SH)
gruplarin1 indirgenmis halde tutarak pek cok protein ve enzimin inaktivasyonunu

engeller.

Rediikte glutatyon (GSH) ¢esitli reaksiyonlarla oksitlenerek, okside
glutatyona (GSSG) doniisiir. GSSG'nin tekrar rediiksiyonu NADPH'in kullanildig:
bir reaksiyonla olur. Bu sekilde dokularda GSH/GSSG orani yiiksek tutulur [7].

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre ig¢inde, enzimatik olmayan
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antioksidanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidir. Glutatyon bir istisnadir. Ciinkii

hiicre i¢inde etkili olan gii¢lii bir antioksidandir.

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidrojen peroksidin ve organik hidroperoksitlerin (ROOH) rediiksiyonunu
saglar. DoOrt selenyum atomu igeren tetramerik yapida bir enzimdir. GSH-Px
enziminin selenyuma bagimli ve bagimsiz olmak tizere iki izomeri bulunmaktadir.
Se-bagimli GSH-Px, H,O,’in ve lipit hidroperoksitlerin, Se-bagimsiz GSH-Px ise
sadece lipit hidroperoksitlerin temizlenmesinden sorumludur [7,44]. Amag, membran

lipitlerinin ve hemoglobinin peroksitler tarafindan oksitlenmesine kars1 koymaktir.
H,O0,+2GSH — GSSG +2H,0
ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H,0O

Reaksiyonda koenzim olarak kullanilan glutatyon ise oksitlendikten sonra
glutatyon rediiktaz enziminin katalizledigi bir baska reaksiyon ile tekrar rediikte

glutatyona doniistiiriiliir [7].
GSSG + NADPH+H' — 2GSH + NADP"

Bir diger GSH-Px, "fosfolipit-hidroperoksit glutatyon peroksidaz" enzimidir.
Bu enzim de selenyum igerir, c¢ogunlukla monomerik yapidadir. Membran
yapisindaki fosfolipit hidroperoksitlerini alkollere indirgeyerek ozellikle E

vitamininin yetersiz oldugu durumlarda peroksidasyona karsi koruma saglar [7].
PL-OOH +2GSH — GSSG + PL-OH + H,O

Glutatyon Rediiktaz (GSH-R)

Dimerik yapili bir enzim olan GSH-R, hiicrede okside glutatyonu (GSSQG)
rediikte glutatyona (GSH), NADPH’a bagimli olarak katalizleyen bir flavoproteindir
[45].

GSSG +NADPH +H" — 2GSH + NADP"

GSH, cevredeki oksidan molekiillerin etkisini kendi iizerine ¢ekerek hiicrenin
fonksiyonel proteinlerinin oksidasyonunu engellemektedir. Ayn1 zamanda oksijen
radikallerinin biyolojik molekiillere saldirmasi sonucunda meydan gelen peroksitleri

ortadan kaldirmak i¢in bazi peroksidaz enzimler tarafindan da kofaktér olarak

kullanilmaktadir. Bunun sonucunda olusan okside glutatyonun rediikte glutatyon
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haline doniisiimii GSH-R enzimi tarafindan katalizlenmektedir. GSH-R, hiicre ici

NADPH ve GSSG konsantrasyonu ile kontrol edilmektedir.

Glutatyon S-Transferaz (GST)

GST, glutatyonun tiyol grubu ile reaktif bir elektrofilik merkeze sahip organik
molekiillerin konjugasyonunu katalizleyen bir enzim grubudur [46]. GST’ ler genel
olarak ti¢ sitozolik ve bir de mikrozomal olmak iizere dort ana gruba ayrilmaktadir.
Organizmaya giren ksenobiyotiklerin  biyotransformasyonunda 6nemli rol
oynamaktadirlar [47]. Basta aragidonik asit ve linoleat hidroperoksitler olmak iizere
lipid hidroperoksitlere (ROOH) karst GST’ler Se-bagimsiz glutatyon peroksidaz

aktivitesi gostermektedirler.
ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H,0O
2.2.2. Tiyoredoksin Sistemi

Klasik tiyoredoksin (Trx) sistemi, tiyoredoksin rediiktaz ve onun karakteristik
substrati olan tiyoredoksinden olusur. Tiyoredoksin redoks aktif bir proteindir.
NADPH araciligiyla indirgenmektedir. Hedef molekiillere rediikte eslenikler

saglanirken rediikte tiyoredoksin yeniden okside olmaktadir [48].

Tiyoredoksin

Tiyoredoksinin fonksiyonlarini siralayacak olursak;

e Trx, oksidasyonla inaktive olmus proteinlerin rejenerasyonunu saglar.

e Riboniikletid rediiktaz i¢in elektron donérliigli yaparak DNA
sentezindeki deoksiriboniikletid sentezine katilir.

e Rediikte Trx aktive holoenzim T7 DNA polimeraz olusumu igin
esansiyeldir.

e Proliferasyon, redoks ve apopitozis kontrolii gibi pleotropik hiicresel
etkilere sahiptir ve malignitelerde siklikla upregiiledir.

e Vaskiiler endotelyal biiyiime faktor seviyelerini ve dolayisiyla
anjiogenezisi diizenleyebilmektedir.

e Transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi ve p53 maturasyonunda
onemli bir rol oynar. Zit etki ile NF-kappa B ve AP-1 aktivasyonunu

etkilemektedir.
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e Trx sistemi bircok yonden hormonal aktiviteye ve sitokin

fonksiyonlaria dahil olmustur [49].

Tivoredoksin Rediiktaz (Trx-R)

Tiyoredoksin  rediiktaz  tiyoredoksinin  indirgenmesini  katalizleyen
homodimerik bir flavoenzimdir. Enzim bir¢cok organizmada karakterize edilmis ve
bakteri ve memeli olmak {izere iki smifta toplanmistir. Memeli Trx-R C-ucu
aminoasit dizisinde selenosistein igerir. Sitozolde, mitokondride ve testiste olmak
tizere memeli Trx-R’nin ii¢ izoformu bulunur. Trx-R’nin DNA sentezi, redoks
sinyali, antioksidatif savunma, selenyum metabolizmasi ve apopitozun
diizenlenmesinde onemli fonksiyonlar1 vardir. Bu nedenle birgok arastirmaya konu

olmaktadir [49].

Tiyoredoksin rediiktazin en Onemli fonksiyonu tiyoredoksinlerin NADPH

bagimli rediiksiyonunu katalize etmektir.
NADPH +H + Trx(S), <«——» NADP + Trx(SH),

Tiyoredoksinin siilfhidril gruplar1 biyokimyasal mekanizmalarda ve oksidatif
stresle inaktive olmus proteinlerin rejenerasyonunu saglayan hiicresel regiilasyonda
cesitli fonksiyonlara sahiptir. Memeli tiyoredoksinleri ayica dehidroaskorbati
askorbata, ubikinonu ubikinole NADPH bagimlh mekanizmayla

dontstiirebilmektedir [49].
2.2.3. Diger Onemli Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit radikalinin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii

saglamaktadir.
20,7+ 2H" — H,0, + 0,

SOD antioksidan sistemin en 6nemli ve ilk basamaginda rol oynar. Bir
radikal {izerine direkt olarak etki eden tek enzimdir. Olusan hidrojen peroksit daha
sonra katalaz ve glutatyon peroksidaz tarafindan oksijen ve suya parg¢alanmaktadir

[50].

SOD'un iki izoenzimi vardir. Bunlar, sitoplazmada bulunan bakir ve ¢inko

iceren dimerik yapidaki Cu/Zn-SOD ile mitokondride bulunan mangan igeren
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tetramerik yapidaki Mn-SOD'dur [51]. SOD'un fizyolojik goérevi hiicreyi siiperoksit
radikalinin zararl etkilerine kars1 korumaktir. Oksijen kullanimi fazla olan dokularda
SOD aktivitesi yiiksektir. Buna karsilik hiicre dis1 sivilarda SOD aktivitesi ¢ok
dustiktiir [7].

Katalaz (CAT)

Katalaz, hidrojen peroksidi oksijen ve suya par¢alayan 2H,0, — 2H,0 + O,
reaksiyonunu katalizler [51]. Enzim esas olarak peroksizomlarda bulunur. Yapisinda
dort tane hem grubu tasiyan bir hemoproteindir. Reaksiyon hidrojen peroksit
yogunlugu yiiksek oldugunda onemlidir. Hidrojen peroksit, diisiik yogunluklarda

peroksidazlar tarafindan daha az reaktif olan alkollere ve suya par¢alanmaktadir [44].

Katalaz, hidrojen peroksit varliginda bir takim kii¢iik molekiillere karsi
peroksidatif aktivite gostermektedir [52]. Enzimin indirgen 6zelligi ve peroksidatif
aktivitesi hidrojen peroksit ve metil, etil hidroperoksit gibi kiiciik molekiillere

Ozgudiir. Biiytik molekiillii lipid hidroperoksitlere etki etmemektedir [7].

Graniilomat6z hiicrelerde katalaz, solunumsal patlama reaksiyonlarina karsi

koruma islevi de gébrmektedir.

Sitokrom Oksidaz

Mitokondrilerde solunum zincirinin son basamaginda yer alan ve bakir i¢ceren
bir enzimdir. Solunum zincirindeki gdrevini siirdiirlirken siiperoksit radikalinin suya

dontistimiinii de saglamaktadir [53].
40," +4H" + 4" — 2H,0

Stiperoksit radikalinin olusumu c¢ogu defa enzimin kapasitesini asar ve bu

asamada diger enzimler de devreye girer.
E Vitamini

E vitamini, tokoferol ve tokotrienol tiirevlerini kapsayan bir vitamindir. Dogal
olarak alfa, beta, gama, delta, eta ve zeta gibi ¢esitli sekilleri bulunmaktadir.
Antioksidan aktivitesi en yiiksek olan tokoferol, alfa-tokoferoldiir. Yapisindaki
aromatik halka, aktif kismin1 olusturur ve molekiiliin antioksidan 6zelligi bu gruptan
kaynaklanir [54]. Dokularda mitokondri ve mikrozom gibi hiicresel yapilarda

bulunur. [55].
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Cok kuvvetli bir antioksidan olarak, membranlardaki fosfolipidleri serbest
radikallerin etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. E vitamini, siiperoksit
ve hidroksil radikallerini, singlet oksijeni, lipit peroksitlerini ve diger radikalleri
indirger, nitrik oksit (NO") ile de reaksiyona girebilir. Tokoferoliin antioksidan etkisi,

yiiksek oksijen diizeylerinde fazladir.

E vitamini ile GSH-Px, serbest radikallere kars1 birbirlerini tamamlayici etki
gosterirler. GSH-Px, olusan peroksitleri ortadan kaldirir, E vitamini ise peroksitlerin
olusumunu engeller. E vitamini selenyum metabolizmasinda da 6nemli rol oynar.
Selenyum kaybini dnleyerek organizmanin selenyum ihtiyacini azaltir. Ayrica lipit
peroksitlerini  etkisiz hale getirerek peroksidasyon zincir reaksiyonunu
sonlandirmaktadir. Bu sirada olusan tokoferoksil radikali kararli bir molekiil olup

safra ile viicuttan uzaklastirilmaktadir [7].
LOO+ a-Tokoferol-OH — LOOH + a-Tokoferol-O’ (Tokoferoksil radikali)

C Vitamini (Askorbik Asit)

Suda ¢o6ziinen vitaminlerdendir. Dokularda ve plazmada askorbat iyonu
seklinde bulunur. Hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici bilesik olarak gorev
yapar. Askorbik asit aym1 zamanda kuvvetli bir antioksidandir. Alt1 karbonlu C
vitamininin 2. ve 3. karbonlarinin meydana getirdigi enediol yapisi antioksidan
ozelliginden sorumludur [56]. Siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve singlet
oksijen ile kolayca reaksiyona girerek onlar1 etkisizlestirir. Sulu fazda bulunmasina
karsin lipit peroksidasyonunu baglatan radikalleri temizleyerek lipitleri ve
membranlar oksidatif hasara karsi korur. E vitamininin rejenerasyonunda gorev alir.
E vitamini ile birlikte etkin bir sekilde LDL'yi oksidasyondan korur [54]. Askorbik
asit, Fe™"i, Fe"’ye indirgeyen, siiperoksit radikali disinda tek hiicre i¢i molekiildiir.
Bu etkisiyle fenton reaksiyonu araciligiyla hidroksil radikali olusumuna onciiliik

eder. Bu 6zelligi, C vitamininin prooksidan etki gdstermesine sebep olmaktadir [54].
Melatonin

En zararh radikallerden hidroksil radikalini etkisiz hale getiren ¢ok kuvvetli
bir antioksidandir. Melatonin, hidroksil radikalini, NO" ve peroksinitritleri temizler
[57]. Melatoninin hidroksil radikali ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil katyon
radikaline doniistiigli ve bu radikalin de siiperoksit radikalini tutarak antioksidan

aktivite gosterdigi bilinmektedir [7]. Melatoninin bir diger onemli 6zelligi lipofilik
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olmasidir. Boylece hiicrenin biitiin organellerine ve hiicre ¢ekirdegine ulasabildigi
gibi kan-beyin engelini de kolayca gecer. Bu sebeple c¢ok genis bir alanda
antioksidan aktivite gosterir. Melatoninin ¢ok yiliksek dozlarda ve uzun siire
kullaninminda bile saghga =zararli etkisi gozlenmemistir [7]. Ayrica, bazi
antioksidanlar gibi prooksidan aktivitesi de yoktur. DNA hasarinin melatonin
tarafindan c¢ok etkili bir sekilde Onlendigi gosterilmistir [7]. Yaslanma ile birlikte

melatonin biyosentezi azalir.

Insan viicudunda antioksidan &zellige sahip diger biyomolekiilleri de
siralayacak olursak: Primer fonksiyonlar1 birbirinden farkli bir¢ok molekiiliin bu
listeye dahil oldugunu goriiriz. S6z konusu molekiillerin tiimiiniin viicudumuzda

mevcut dogal antioksidan savunma sistemine katkilar1 bulunmaktadir.

e Urat

« Bilirubin

e Albiimin

e Seruloplazmin

o Transferrin ve Laktoferrin
o Ferritin

o Sistein

o Ebselen

o Sitokinler

e Demir selatorleri
e Desferroksamin
e Oksipurinol

e Mannitol

e Probukol
2.3. Diklofenak Sodyum

Fenilasetik asit tiirevi olan diklofenak sodyum aneljezik, antiinflamatuar ve
antipiretik etkili bir ilactir. Romatoit artrite karsi aspirin ve indometazin kadar ve
osteoartrite kars1 da indometazin derecesinde etkilidir. Bu gruptaki diger ilaglar gibi,
mide ve duodenum mukozasini bozucu etkisi diger NSAI ilaglarin coguna gére daha
azdir. Maksimum plazma degerine 1,5-2 saatte ulasir. % 99’undan fazlasi1 geri

doniislimlii  olarak plazma albliminine baglanir. Karacigerde esas olarak
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hidroksillenmek ve konjugasyon suretiyle inaktive edilir. Bobreklerden ve kismen
karacigerden elimine edilir. Eliminasyon yarilanma omrii yaklasik 1,2-1,8 saat
kadardir [8]. Bir prostaglandin sentetaz inhibitorii olan diklofenak sodyum o6zellikle
romatizmal olgularda uygulanir. Plazma konsantrasyonu, verilen dozla dogru
orantilidir. Cogunlugu hidroksilasyonla olusan metabolitleri ve %1’den az miktar
degismeyen molekiil biciminde idrarla atilir. Geri kalan kismi ise fecesle atilir.
Bobrek ve karaciger fonksiyon bozukluklarinda, ilacin farmakokinetigi
degismemektedir. Aymi sekilde degisik yaslardaki hastalarda; absorbsiyon,

metabolizma ve eliminasyonda farklilik gozlenmemistir [§8].

Epidemiyolojik calismalarda NSAI kullananlarda meme kanseri goriilme
insidansinda azalma oldugu gosterilmistir. NSAI ilaglar siklooksijenaz enzim sistemi
tizerinden (COX-1 ve COX-2 enzimleri araciligr ile) etkisini gosterir. COX-2’un
bircok kanser dokusunda upregiile oldugu gosterilmistir [9,10,58]. Diizenli olarak
aspirin ya da NSAI kullanan insanlarda kolorektal kanser gibi baz1 kanser tiplerinin
sikliginda azalma gosterilmistir [59]. Son yapilan ¢alismalarda diklofenak sodyumun

radyoprotektif etkisinden bahsedilmektedir [11].
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma 2012-2013 yillarinda Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya AD, Histoloji ve Embriyoloji AD, Radyasyon Onkolojisi AD ve
Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji AD tarafindan gerceklestirilmistir. Calismamiz
Inénii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
25.09.2012 tarihinde 2012/135 nolu protokol ile desteklenmis olup, 20.11.2012
tarihinde 2012/A-113 protokolii ile Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmastir.

Inénii  Universitesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda oda sicakliginda
barindirilan, standart laboratuar yemi ve su ile beslenen 40 adet Wistar Albino cinsi
erkek rat caligmaya dahil edildi. Deneklerin ortalama agirligi 180-220 gr olup 12

saatlik periyotlarla karanlik ve 1s1kta, bolmeli kafeslerde barindirildi.
3.1. Gruplar

Aragtirmada, her grupta 8 rat olmak lizere 5 grupta toplam 40 adet rat

kullanildi. Ratlar asagidaki gibi gruplandirilds;
Grup 1 (n:8): Kontrol grubu (K)
Grup 2 (n:8): Radyasyon grubu (R)
Grup 3 (n:8): Melatonin ve radyasyon grubu (M)
Grup 4 (n:8): Diklofenak ve radyasyon grubu (D)

Grup 5 (n:8): Melatonin, diklofenak ve radyasyon grubu (MD)
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3.2. Metod
Kontrol (K) grubunda; deneklere herhangi bir uygulama yapilmadi.

Radyasyon (R) grubunda; deneklere tiim viicutlarini 1s1nlamak amaciyla 70
Gy gama radyasyon verildi. Radyasyon uygulamasi i¢in Indnii Universitesi Tip
Fakiiltesi Radyasyon Onkolojisi AD biinyesinde bulunan LINAC cihazi kullanildi.
Uygulama 50 mg/kg ketamin kullanilarak anestezi altinda yapildu.

Melatonin ve radyasyon (M) grubunda; deneklere 5 giin siireyle 100 mg/kg
melatonin [SF/Etanol (5/1) igerisinde taze hazirlanmis homojen melatonin
stispansiyonu] ip. yoldan uygulandi. Son uygulamadan 1 saat sonra 70 Gy tiim viicut

gama radyasyon verildi [60].

Diklofenak ve radyasyon (D) grubunda; deneklere 5 giin siireyle 8 mg/kg
[SF igerisinde ¢ozerek (1.6 mg/ml)] Diklofenak sodyum (Novartis) oral yoldan
verildi. Burada diklofenak sodyumun ratlar i¢in antiinflamatuar dozu tercih edildi

[61]. Son dozdan 1 saat sonra 70 Gy tiim viicut gama radyasyon uygulandi.

Melatonin, diklofenak ve radyasyon (MD) grubunda; deneklere 5 giin
siireyle 100 mg/kg melatonin ip., diklofenak 8 mg/kg oral ve bu uygulamalarin

sonuncusundan 1 saat sonra 70 Gy tiim viicut gama radyasyon verildi.
3.3. Kan ve Beyin Doku Orneklerinin Alinmasi

Radyasyon uygulamasindan 48 saat sonra kan ornekleri anestezi (50 mg/kg
ketamin ip.) altindaki ratlarin kalbinden enjektorle yeteri kadar (5 ml) alindi. Beyin
dokular1 ratlarin kafatas1 agilarak alindi ve buz soguklugundaki salin ile yikandiktan
sonra bir lobu biyokimyasal analizler i¢in aliiminyum folyoya sarilarak analiz
edilinceye kadar -70°C’de saklandi. Diger lobu histolojik incelemeler i¢in %40
formaldehit i¢ine konularak muhafaza edildi. Kan 6rnekleri santrifiij edilerek (3500

rpm, 10 dk) serumlar1 ayrildi ve analiz edilinceye kadar -70°C’de sakland.
3.4. Doku Homojenizasyonu

Dondurulmus doku 6rnekleri 0,5 g olacak sekilde tartild1 ve igerisinde proteaz
inhibitér kokteyli (Sigma) bulunan (100 ml tampon i¢in 1 ml) buz soguklugundaki
fosfat tamponu (25 mM potasyum fosfat, 0,25 mM EDTA, pH 7,0) kullanilarak
(1:10, w/v) homojenizator ile buz icerisinde homojenize edildi. MDA analizi igin

farkli bir tampon (50 mM KH,PO4-K,HPOs, pH 7,0) kullanilarak yeni bir
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homojenat hazirlandi. Homojenatlar 15000 rpm’de 20 dk santrifiij edilerek kati
partikiiller ¢oktiirildii. Ayrilan silipernatant, yapilacak biyokimyasal analizlerde
kullanilmak tiizere alindi. Siipernatantlarin protein diizeyleri, standart olarak sigir
serum albumini kullanan Lowry metodu ile 6l¢tildii ve biyokimyasal analizler igin -

70°C’de donduruldu.
3.5. Biyokimyasal Analizler
3.5.1. Kullanilan Cihazlar

Spektrofotometre
Otomatik pipet
Sicak su banyosu
Manyetik karistirict
Buz makinesi
Vorteks

Derin Dondurucu
Dijital pH metre
Sogutmali1 Santrifiyj
Elektrikli Terazi
Santrifiij

Distile su cihazi
3.5.2. Kullanilan Kimyasallar

Thioredoxin Reductase Assay Kit (Sigma™)
Thioredoxin Rat, Trx ELISA Kit (Eastbiopharrn®)
Glutathion Assay Kit (Sigma®™)

Rat C-Reaktive Protein ELISA Kit (Eastbiopharm®)
Melatonin

L-Glutathion oxidized disodium salt

NADPH

tert—Butyl hydroperoxide solution

L-Glutathion reduced

Glutathion reductase

Tris base

Tris hydrochloride
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Ethylene diamine tetraacetic acid
FAD disodium salt hydrate
Sodium carbonate

Sodium hydroxide

Copper sulphate

Potassium sodium tartrate solution
Folin&ciocalteu’s phenol reagent
Albumin from bovine serum
2,4-Dinitrophenylhydrazine (DNPH)
Trichloro acetic acid (TCA)
Guanidine hyrochloride

Ethyl acetate

Ethanol

Sodium dodecyl sulfate

Acetic acid

2-Thiobarbituric acid
1,1,3,3-Tetramethoxypropane
n-Butanol

Pyridine solution
3.5.3. Glutatyon Ol¢iimii

Sigma marka analiz kiti kullanilarak 6l¢tim yapilmistir. Kullanilan yontemde
biyolojik ornek ilk olarak %S5 SSA soliisyonu ile deproteinize edilmekte, ¢okmiis
proteini uzaklastirmak {izere santrifiij edilmekte ve daha sonra glutatyon icin analiz
edilmektedir. GSH ol¢iimii kinetik bir analiz ile kullanilmaktadir. Bu analizde DTNB
stirekli olarak TNB’ye indirgenmekte ve olusan GSSG’nin geri doniisiimii glutatyon
rediiktaz ve NADPH tarafindan saglanmaktadir. Mevcut GSSG ayrica bu

reaksiyonda pozitif bir deger vermek {izere reaksiyona girmektedir.
1. 2GSH+DTNB —> GSSG+2TNB

Glutatyon
rediiktaz
2. GSSG+NADPH+H' ——» 2 GSH + NADP"
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Birlesik reaksiyon:

Glutatyon
rediktaz
DINB+H + NADPH — > 2 TNB + NADP"
GSSG/GSH

Sar1 iirlin, 5-tiyo-2-nitrobenzoik asid (TNB) 412 nm’de spektrofotometrik
olarak olgiilmektedir. Analizde biyolojik 6rnekteki glutatyon miktarini 6lgmek igin

standart bir rediikte glutatyon egrisi kullanilmaktadir [62].
3.5.4. Glutatyon Rediiktaz Olciimii
3.5.4.1. Prensip

Glutatyon Rediiktaz, GSSG’nin NADPH tarafindan GSH’a indirgenmesini
katalize eder. Enzim aktivitesi, tepkime sirasinda yiikseltgenen NADPH’1n 37 °C’de,
340 nm dalga boyunda absorbans fark: 6l¢iilerek belirlenir [63].

Glutatyon
rediiktaz
NADPH+H +GSSG — > NADP'+2 GSH

3.5.4.2. Reaktifler
1. 1 M Tris Tamponu ( pH: 8,0)
Tris asit (anhidroz) 8,8 g
Tris baz (anhidroz) 5,4 g
EDTA (anhidréz) 0,14g
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
2. 10 uyM FAD
Stok (1 mM FAD) i¢cin; FAD (anhidr6z) 80 mg
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
1:100 seyreltilerek 10 uM FAD hazirlanir.
3. 0,033 M GSSG
GSSG  210mg

Saf su ile 10 ml’ye tamamlanir.
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Kullanilacak olan miktar giinliik olarak hazirlanir.
4. 2 mM NADPH
NADPH 17 mg
Saf su ile 10 ml’ye tamamlanir.
Kullanilacak olan miktar giinliik olarak hazirlanir.
3.5.4.3. Yontem
Ayiraclar 1 mI’lik kiivetlere tablo 1° de belirtilen oranlarda ilave edilir.

Tablo 1. Glutatyon rediiktaz 6lgiim yontemi

Kor (ul) Ornek (ul)
IM Tris Tamponu 50 50
Stiipernatant 10 10
Saf Su 790 690
10 uM FAD 100 100

37 °C’de 10 dakika inkiibasyon
0,033 M GSSG - 100
37 °C’de 10 dakika inkiibasyon

2 mM NADPH 50 50

Glutatyon Rediiktaz bir flavin enzimdir. Normal silipernatantlarda FAD
tarafindan tam olarak aktive edilmedigi bulunmakla birlikte apoenzimin tam

aktivasyonu i¢in enzimin FAD ile preinkiibasyonu gereklidir.

3.5.4.4.Hesaplama
AOD/dak Voplam
GSH-R Aktivitesi (U/ml)= ———  x
6,22 Vomek

AOD/dak = Dakikadaki Optik Dansite Degisimi
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6,22 =1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V1oplam = Toplam hacim
Vomek= Stipernatant hacmi
GSH-R Spesifik Aktivitesi = GSH-R Aktivitesi / Doku Protein miktar1
3.5.5. Glutatyon Peroksidaz Ol¢iimii
3.5.5.1. Prensip

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px) ile t-biitil hidroperoksit varliginda GSH’nin
GSSG’ye oksidasyonu gerceklesir. Yontem, bu oksidasyon sonucu olusan GSSG’nin
glutatyon rediiktaz (GSH-R) enzimi ile tekrar GSH’ye indirgenmesi tepkimesinde
NADP’ye oksitlenen NADPH’nin 340 nm dalga boyundaki absorbans degeri farkinin

zamana kars1 okunmasi prensibine dayanir [63].

GSH-Px

2 GSH + ROOH

v

GSSG + H,0 + ROH

GSH-R
GSSG+NADPH+H' — » 2 GSH+NADP"

3.5.5.2. Reaktifler
1. 1 M Tris Tamponu (pH: 8,0)
Tris asit (anhidroz) 8,8 g
Tris baz (anhidréz) 5,4 g
EDTA (anhidroz) 0,14 ¢
Saf su ile 100 mI’ye tamamlanir.
2. 0,1 M GSH
GSH 31mg
Saf su ile 1 ml’ye tamamlanir.
Gerekli miktarda giinliik olarak hazirlanir.
3. 10 U/ml Glutatyon Rediiktaz

100U/0,22 ml GR 0,11 ml
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Saf su ile 5 ml’ye tamamlanir.

4. 7 mM t-butil hidroperoksit
%70’lik t-butilhidroperoksit saf su ile 1:1000 sulandirilir.

5. 2 mM NADPH
NADPH 17 mg
Saf su ile 10 ml’ye tamamlanir.
Gerekli miktar giinliik olarak hazirlanir.

3.5.5.3. Yontem
Ayrraglar 1 ml’lik kiivetlere tablo 2’de belirtilen oranlarda ilave edilir.

Tablo 2. Glutatyon peroksidaz 6l¢iim yontemi

Kor (ul) Ornek (pl)
1 M Tris Tamponu 100 100
0,1 M GSH 20 20
10 U/ml Glutatyon Rediiktaz 100 100
2 mM NADPH 100 100
Stiipernatant 10 10
Saf Su 670 660

37 °C’de 10 dakika inkiibasyon

t-Biitil hidroperoksit - 10

3.5.5.4. Hesaplama

1 cm 151k yollu kuvartz kiivetlerde, 37 °C’de, 340 nm dalga boyunda olusan

tepkimenin absorbans degisikligi farkli zaman araliklarinda izlenir.

AOD/dak VToplam
GSH-Px Aktivitesi (U/ml)= ——— x
6 ,22 VOmek
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AOD/dak = Dakikadaki Optik Dansite Degisimi
6,22 =1 mM NADPH’nin 1 cm’lik 151k yolunda verdigi OD degeri
V1oplam = Toplam hacim
Vomek= Stipernatant hacmi
GSH-Px Spesifik Aktivitesi = GSH-Px Aktivitesi / Doku protein miktari
3.5.6. Tiyoredoksin Ol¢iimii

Eastbiopharm® marka ELISA kiti kullanilarak O6l¢iim yapilmistir. Bu kit
numunelerdeki tiyoredoksin diizeyini 6l¢gmek icin duble-antikor sandvi¢ teknigini
kullanmaktadir. Bu teknikte numune, Rat-Trx antikorlariyla kapli kuyucuklara
konulmakta, inkiibasyondan sonra iizerine immiin kompleks olusturmak iizere
Streptavidin-HRP ile baglanabilen, biotin isaretli Rat-Trx antikorlar1 eklenmektedir.
Tekrar bir inkiibasyonun ardindan baglanmamis enzimleri uzaklagtirmak amaciyla
yikama islemi uygulanmaktadir. Bu sekilde Rat-Trx’ler kuyucuklardaki antikorlarla
tutulup biotinli antikorlarla isaretlenmektedir. Bu asamadan sonra kromojen
soliisyonlar eklenerek, biotine baglanmis bulunan Streptavidin-HRP’nin etkisiyle
mavi renk elde edilmektedir. Son asamada stop soliisyon eklenerek ani bir sar1 renk
olusturulmakta ve 450 nm’de optik dansite Slgiilmektedir. Hesaplama hazirlanan

standartlar baz alinarak yapilmakta ve sonuglara ulagilmaktadir.
3.5.7. Tiyoredoksin Rediiktaz Olciimii

Sigma marka analiz kiti kullanilarak oOlglim yapilmistir. Tiyoredoksin
rediiktazin substrat olarak tiyoredoksin kullandigi in vivo rediiksiyon reaksiyonu
asagidaki gibidir:

Tiyoredoksin
rediiktaz
Trx(S); + NADPH + H© <+———> Trx(SH), + NADP"

Spontan

Trx(SH); + Protein ~<€——» Trx(S), + Protein-(SH),

Memeli tiyoredoksin rediiktaz aktivitesi substrat olarak DTNB kullanan kit ile

degerlendirilmistir.
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Tiyoredoksin
rediiktaz
DTNB + NADPH + H' < » 2TNB + NADP'

Okside olan her 1 mol NADPH’a karsilik 2 mol 5-tiyo-2-nitrobenzoik asit
(TNB) olusmaktadir. Analiz oda sicakliginda (25°C) gergeklestirilmekte ve TNB
412nm’de maksimum absorbsiyon gostermektedir (molar absorbsiyon katsayisi [eM]
14,150 M'em™). Ham biyolojik orneklerde, glutatyon rediiktaz ve glutatyon
peroksidaz gibi diger enzimler de DTNB’yi indirgeyerek DTNB rediiksiyonunu
hizlandiracaktir. Bu aktivitelerin toplam DTNB rediiksiyonuna katkist spesifik bir
tiyoredoksin rediiktaz inhibitorii kullanilarak tespit edilebilir. Sadece tiyoredoksin
rediiktaz aktivitesine bagli DTNB rediiksiyonunu degerlendirmek i¢in iki analize
ihtiya¢ duyulacaktir: ilk 6l¢iim toplam DTNB rediiksiyonu, ikincisi ise tiyoredoksin
rediiktaz inhibitérii varhginda yapilan 6lgiimdiir. Iki 6lciim arasindaki fark

tiyoredoksin rediiktaz aktivitesine bagli DTNB rediiksiyonudur [64,65].
3.5.8. Serum High Sensitive C-Reaktif Protein (HS-CRP) Ol¢iimii

Eastbiopharm® marka ELISA kiti kullanilarak olgiim yapilmistir. Bu kit
serumdaki CRP diizeyini 6l¢gmek i¢in duble-antikor sandvi¢ teknigini kullanmaktadir.
Bu teknikte numune, Rat-HS-CRP antikorlariyla kapli kuyucuklara konulmakta,
inkiibasyondan sonra iizerine immiin kompleks olusturmak iizere Streptavidin-HRP
ile baglanabilen, biotin isaretli Rat-HS-CRP antikorlar1 eklenmektedir. Tekrar bir
inkiibasyonun ardindan baglanmamis enzimleri uzaklastirmak amaciyla yikama
islemi uygulanmaktadir. Bu sekilde Rat-HS-CRP’ler kuyucuklardaki antikorlarla
tutulup biotinli antikorlarla isaretlenmektedir. Bu asamadan sonra kromojen
sollisyonlar eklenerek, biotine baglanmis bulunan Streptavidin-HRP’nin etkisiyle
mavi renk elde edilmektedir. Son asamada stop soliisyon eklenerek ani bir sar1 renk
olusturulmakta ve 450 nm’de optik dansite Ol¢lilmektedir. Hesaplama hazirlanan

standartlar baz alinarak yapilmakta ve sonuglara ulagilmaktadir.
3.5.9. TBARS (Thiobarbituric Acid Reactive Substances) Ol¢iimii

Hiicre membraninin lipoprotein yapisindaki poliansatiire yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu yan iirliin olarak TBARS olusur. Aerobik ortam sartlarinda

TBARS pH 3,4’te TBA ile 95 °C’de 30 dakika inkiibasyon edildiginde pembe renkli
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bir kompleks olusturur. Bu kompleks spektrofotometrede 532 nm dalga boyunda
ol¢iiliir [66,67].

3.5.9.1.Reaktifler
1. % 8,1 Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum dodesil stilfat (SDS) 8,1 g
Saf suyla 100 ml’ye tamamlanir.
2. % 20 Asetik asit (HAc) (pH 3,5)
Asetik asit 20 ml
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
pH: 3,5’e NaOH ilavesiyle ayarlanir.
3. % 0,8 Tiyobarbitiirik asit (TBA) (pH 3,5)
Tiyobarbitiirik asit 0,8 g
Saf su ile 100 ml’ye tamamlanir.
pH: 3,5’e NaOH ilavesiyle ayarlanir.
4. n-Butanol-Piridin (nBu-Piri) ¢ozeltisi (15/1)
n-Butanol 15 ml
Piridin 1 ml
5. Stok standart: 1,1,3,3-tetrametoksipropan (yogunluk: 0,99 g/ml)
3.5.9.2. Standart Egri Calismasi

Giinliik standart: Stok standarttan 6,6 pl alinarak 100 ml’ye saf su ile
tamamlanir. 400 nmol/ml’lik giinliik standart elde edilmis olur. Daha sonra 10, 20,
40, 60, 80 ve 100 nmol/ml’lik ¢calisma standartlar1 hazirlanir. Standart egri ¢izimi igin
asagidaki tabloda gosterilen islemler uygulanir. Kuvvetli sekilde calkalanir ve 4000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilir. Ustteki organik kisim aliir 532 nm’de absorbansi

okunur.
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Tablo 3. TBARS standart egri ¢calismasi

Cozeltiler (ml) Kor 10 20 40 60 80 100

nmol nmol nmol nmol nmol nmol

Standart 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
% 8,1 SDS 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
% 20 HAc 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
% 0,8 TBA 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5 1,5
Saf su 0,8 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7 0,7

95 °C’de benmaride 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulur.
Saf su 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

nBu/Piri 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

(OD) TBARS

0,4 -
0,35 A
0,3 -
0,25 -
0,2 1
0,15 -
0,1 -
0,05 -

y =0,0037x - 0,0007
R? =0,9999

0 20 40 60 80 100 120

[nmol/mL]

Sekil 2. TBARS standart egri grafigi
3.5.9.3. Yontem

TBARS miktarini tespit etmek icin tablo 4’ de gosterilen islemler uygulanir.
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Tablo 4. TBARS 6l¢iim yontemi

Cozeltiler (ml) Kor Standart Ornek
Standart (10 nmol/ml) - 0,1 -
Ornek - - 0,1
% 8,1 SDS 0,2 0,2 0,2
% 20 HAc 1,5 1,5 1,5
% 0,8 TBA 1,5 1,5 1,5
Saf su 0,8 0,7 0,7

95 °C’de benmaride 30 dakika inkiibe edildikten sonra sogutulur.
Saf su 1,0 1,0 1,0

nBu/Piri 5,0 5,0 5,0

Kuvvetli sekilde ¢alkalama isleminden sonra 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilir. Ustteki organik kistm almmarak 532 nm dalga boyundaki absorbanslar

kaydedilir. Elde edilen sonuglar standart egriden degerlendirilir.
3.5.10. Protein Ol¢iimii

Protein miktar1 Lowry ve arkadaslarinin metoduna gore tayin edilmistir.
Proteinlerin ¢ogu tirozin, triptofan ya da her iki aminoasidi icerirler. Bu aminoasitler
serbest veya katlanmamis polipeptid zincirinde mavi renk olusturmak {izere
fosfotungustik asit-molibdik asit aywracint (Folin-Ciocalteu) indirgerler. Bu
yontemde proteinler ilk olarak bakir-peptid bagi-protein kompleksini olusturmak
iizere alkali ¢ozeltide Cu™ ile reaksiyona girer. Ortama Folin-Ciocalteu ayiract
eklendigi zaman indirgeme siireci esnasinda bakir-protein kompleksleri ile tirozin,
triptofan kalintilar1 birlesirler. Renklendirilmis ¢ozeltinin absorbansit 660 nm dalga

boyunda 6l¢iiliir [68].
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3.5.10.1. Reaktifler
1. Bovin serum albumin (BSA) stok soliisyon (1 mg/ml)

2. Alkali Sodyum Karbonat ¢ozeltisi (50 ml %2 Na,COs; + 50 ml 0,1 N
NaOH)

3. Bakir Siilfat - Sodyum Potasyum Tartarat ¢6zeltisi
a) %1,56 CuSO, 10 ml
b) %2,37 Na-K tartarat 10 ml

4. Alkali ¢ozelti (giinliik olarak hazirlanir): 100 ml alkali Sodyum Karbonat
ile 2 ml Bakir Siilfat - Sodyum Potasyum Tartarat ¢6zeltisi karistirilir.

5. Folin-Ciocalteu Ayiract: 1 ml Folin-Ciocalteu reaktif soliisyonu 1 ml saf

su ile diliie edilecek sekilde istenilen hacimde hazirlanir.
3.5.10.2. Standart Egri Calismasi
BSA stok soliisyon ile tablo 5’e gore diliisyon yaparak standartlar olusturulur.

Tablo 5. BSA standardi i¢in diliisyon tablosu

Cozeltiler (ml) 0,05 0,1 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

BSA 0,25 0,5 1 2 3 4 5

Saf su 4,75 4,5 4 3 2 1 0
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Tablo 6. BSA standart egri ¢aligsmasi

Cozeltiler ml) 0,05 01 02 04 06 08 1,0

mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml

BSA 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

Alkali ¢ozelti 2 2 2 2 2 2 2
Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.

Folin-Ciocalteu 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2

30 dakika inkiibe edilir.

30 dakika inkiibasyondan sonra 660 nm dalga boyundaki absorbanslar

kaydedilir. Elde edilen sonuglarla standart egri olusturulur.

(0D) Doku Proteini
1,200 -+
1,000 -+
0,800 +

0,600 -

0,400 +
y =0,9325x + 0,0248

R?=0,991

0,200 -+

0,000

0,00 0,20 0,40 0,60 0,80 1,00 1,20
Standart [mg/mL]

Sekil 3. Protein standart egri grafigi
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3.5.10.3. Yontem

Tablo 7. Protein 6l¢iim yontemi

Cozeltiler (ml) Numune Kor
Ornek 0,2 -
Saf su - 0,2
Alkali ¢ozelti 2 2

Oda sicakliginda 10 dakika bekletilir.
Folin-Ciocalteu reaktifi 0,2 0,2

30 dakika inkiibe edilir.

Oda 1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra 660 nm dalga boyundaki

absorbans degerleri kaydedilir. Elde edilen degerler standart egriden degerlendirilir.
3.6. Histolojik Inceleme

Ratlarin beyin dokular1 3 mm eninde dilimlere ayrildi. Daha sonra plastik
doku takip kasetlerine konularak %10’luk formaldehit icerisinde 48 saat siire ile fikse
edildi. Fiksasyon isleminin ardindan dokular 24 saat boyunca akan ¢esme suyunda
yikandilar. Dereceli alkollerde dehidrate edilerek, ksilende seffaflastirilip parafine
gomiildiiler. Parafin bloklardan Leica RM2145 marka mikrotom yardimiyla 5’er
mikron’luk kesitler alindi. Kesitlere genel histolojik yapiy1r gézlemlemek amaciyla
hematoksilen ve eozin, ndron govdelerini ayirt etmek amaciyla da krezil viyolet
boyama yoOntemleri uygulandi. Histolojik degerlendirme ig¢in; serebral korteksde
infiltrasyon ve ndron yerlesim diizeninde bozulma degerlendirildi ve 0-3 arasi
skorlama yapildi. Skor 0: normal (hasar yok), skor 1: hafif (<%0-20 serebral korteks
hasar1), skor 2: orta (%21-50 serebral korteks hasar1), skor 3: siddetli (%50-100
serebral korteks hasari) olarak gruplandirildi. Ayrica serebral korteksde 10 farkli
alanda X40 objektif kullanilarak dejenere ndron (sitoplazmasi asidofil, niikleusu
heterokromatik ve biiziismiis noronlar) ve toplam ndron sayist hesaplandi.

Preparatlar Leica DFC280 151k mikroskobu ve Leica Q (Leica Micros Imaging

35



solution Ltd, Cambrige, UK) goriintii analiz sistemi ile incelenerek skorlandi,

fotograflari ¢ekildi.
3.7. Istatistiksel Analiz

Bulgularin  degerlendirilmesinde MedCalc® istatiksel analiz programi
kullanildi. Grup ortalamalar1 arasinda fark olup, olmadiginin tespiti i¢in tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) uygulandi. ANOVA testi anlamli bulunan parametrelerde
farkin, hangi grup ya da gruplardan kaynaklandigii test etmek lizere Student-
Newman-Keuls ikili karsilagtirma analizi kullanildi. Ayrica test parametreleri
arasinda iliski olup, olmadigin1 belirlemek iizere Pearson korelasyon analizi yapildi.
Sonuglarin ifadesinde ortalama +SD gdsterimi kullanild1 ve istatistiksel anlamlilik

diizeyi olarak p<0,05 degeri kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Biyokimyasal Bulgular

Calismamizda bes giinliikk ilag uygulamalarindan sonra radyasyon alan
ratlarin beyin dokularinda GSH, GSH-Px, GSH-R, Trx, Trx-R ve TBARS,
serumlarinda ise CRP diizeylerine bakildi. Tablo 8’ de tiim parametrelere ait grup

ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir.

Tablo 8. Tiim parametrelere ait grup ortalama ve standart sapma degerleri

Grup
K R M D MD

n Ort<SD |n Ort+SD n Ort<SD |n Ort<SD |n Ort+SD
GSH 48.5+£23.7 | 7| 43.7£21.3 |7 | 58.9+£26.2 | 6| 60.7£22.8 | 6| 35.5+18.1
GSH-Px 158.8432.0 | 7| 134.4+35.4 | 8 | 200.4+32.1* | 5| 156.249.6 | 8 | 169.3+14.7
GSH-R 55.749.0 | 8| 53.5£20.7 | 7| 75.7£105° | 6| 60.3£5.7 |8 | 66.0+4.6
Trx 104.4+15.5 | 8 | 102.4+15.5 | 8| 104.8£17.9 | 6 | 94.0+£18.7 | 8 | 102.0£16.3
Trx-R 18.4+£10.1 | 8| 20.9+11.9 |8 | 22.1£9.7 |6 | 22.2+29 |7 | 20.3+4.8
TBARS 223+£33 | 8| 44.1£14.4° | 8| 29.0494 |7 | 29.4+42 | 6| 27.0£7.3
CRP 85.4+3.7 | 8| 83.1£11.8 |7 | 85.1+£58 |6| 81.846.3 |8 | 853+4.6

’p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gore M grup ortalamas1 diger grup ortalamalarindan
farkli bulundu.

*p=0.05 istatistiksel anlamhhk diizeyine gére M grup ortalamasi K ve R grup
ortalamalarindan farkli bulundu.

°p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gore R grup ortalamasi diger grup ortalamalarindan
farkli bulundu.
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Beyin doku homojenati GSH diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4).
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50
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GSH [nmol/g yas doku]
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20

_|
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Sekil 4. Beyin doku homojenat1 GSH diizeyleri. (K:kontrol; R:radyasyon; M:melatonin; D:diklofenak
MD:melatonin+diklofenak). p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gére gruplar arasinda fark yoktur.

Tablo 9. Beyin doku homojenati GSH diizeyleri grup ortalamalar1

Grup
K R M D MD
n Ort£SD |n Ort<SD |n Ort£SD |n Ort<SD |n Ort+SD

GSH 8| 48.5+£23.7 | 7| 43.7£21.3 | 7| 58.9+£26.2 | 6| 60.7£22.8 | 6 | 35.5+18.1
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Beyin doku homojenati GSH-Px aktivite diizeyleri melatonin grubunda diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,05). Gruplarin sahip
olduklart GSH-Px aktivite diizeyleri kiyaslandiginda, gruplar arasinda: [M] > [MD]
> [D] > [K] > [R] seklinde bir siralamanin mevcut oldugu goriilmektedir (Sekil 5).
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Sekil 5. Beyin doku homojenati GSH-Px aktivite diizeyleri. (K:kontrol; R:radyasyon; M:melatonin;
D:diklofenak MD:melatonin+diklofenak).

"p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gére M grup ortalamas: diger grup ortalamalarindan farkl:
bulundu.

Tablo 10. Beyin doku homojenatt GSH-Px aktivite diizeyleri grup ortalamalari

Grup
K R M D MD
n Ort<SD |n Ort+SD n Ort<SD |n Ort<SD |n | Ort+SD

GSH-Px 8| 158.8£32.0 | 7 | 134.4+£35.4 | 8 | 200.4+32.1" | 5| 156.2+9.6 | 8 | 169.3+14.7

*p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gére M grup ortalamasi diger grup ortalamalarindan
farkli bulundu.
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Beyin doku homojenatt GSH-R aktivite diizeyleri melatonin grubunda kontrol
ve radyasyon grubuna gore istatistiksel olarak anlamli yliksek bulundu (p<0,05).
Gruplarin sahip olduklar1 GSH-R aktivite diizeyleri kiyaslandiginda, gruplar
arasinda: [M] > [MD] > [D] > [K] > [R] seklinde bir siralamanin mevcut oldugu
goriilmektedir (Sekil 6).
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Sekil 6. Beyin doku homojenati GSH-R aktivite diizeyleri. (K:kontrol; R:radyasyon; M:melatonin;
D:diklofenak MD:melatonin+diklofenak).

"p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gére M grup ortalamasi K ve R grup ortalamalarindan farkl:
bulundu.

Tablo 11. Beyin doku homojenati GSH-R aktivite diizeyleri grup ortalamalar1

Grup
K R M D MD
n Ort<SD |(n Ort<SD |n Ort<SD |n Ort<SD |n Ort+SD

GSH-R 7| 55749.0 | 8| 53.5£20.7 | 7| 75.7£10.5° | 6 | 60.3£5.7 |8 | 66.0+4.6

°p=0.05 istatistiksel anlamhlik diizeyine gére M grup ortalamast K ve R grup
ortalamalarindan farkli bulundu.
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Beyin doku homojenat1 Trx diizeyleri acisindan gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 7).
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Sekil 7. Beyin doku homojenat1 Trx diizeyleri. (K:kontrol; R:radyasyon; M:melatonin; D:diklofenak
MD:melatonin+diklofenak). p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine goére gruplar arasinda fark yoktur.

Tablo 12. Beyin doku homojenat1 Trx diizeyleri grup ortalamalari

Grup
K R M D MD
Ort<SD |n Ort£SD |n Ort<SD |n Ort£SD |n Ort+SD
Trx 104.4+15.5 | 8 | 102.4+15.5 | 8 | 104.8£17.9 | 6 | 94.0+18.7 | 8 | 102.0+16.3
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Beyin doku homojenati Trx-R aktivite diizeyleri agisindan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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Sekil 8. Beyin doku homojenati Trx-R aktivite diizeyleri. (K:kontrol; R:radyasyon; M:melatonin;
D:diklofenak MD:melatonin+diklofenak). p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine goére gruplar
arasinda fark yoktur.

Tablo 13. Beyin doku homojenat1 Trx-R aktivite diizeyleri grup ortalamalar1

Grup
K R M D MD
n OrtzSD |n | Ort£SD |n Ort<SD |n | OrtsSD |[n | Ort+SD

Trx-R 7| 18.4+10.1 | 8| 20.9+11.9 | 8| 22.149.7 |6 | 22.2+2.9 |7 | 20.3+4.8
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Beyin doku homojenati TBARS diizeyleri radyasyon grubunda diger gruplara
gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (p<0,05). Gruplarin sahip olduklar
TBARS diizeyleri kiyaslandiginda, gruplar arasinda: [R] > [D] > [M] > [MD] > [K]

seklinde bir siralamanin mevcut oldugu goriilmektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. Beyin doku homojenati TBARS diizeyleri. (K:kontrol; R:radyasyon; M:melatonin;
D:diklofenak MD:melatonin+diklofenak).

"p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gore R grup ortalamas: diger grup ortalamalarmdan farkls.

Tablo 14. Beyin doku homojenatt TBARS diizeyleri grup ortalamalari

Grup
K R M D MD
n| Ort<SD |n OrtsSD |n| Ort<SD |(n | OrtsSD |n | Ort+SD

TBARS 8| 22.3+3.3 | 8| 44.1£14.4° | 8| 29.049.4 | 7| 29.4442 | 6| 27.0£7.3

“p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gore R grup ortalamasi diger grup ortalamalarindan
farkl.
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Serum CRP diizeyleri agisindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml

bir fark bulunmadi (Sekil 10).
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Sekil 10. Serum CRP diizeyleri. (K:kontrol; R:radyasyon;

M:melatonin;

D:diklofenak

MD:melatonin+diklofenak). p=0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gdre gruplar arasinda fark yoktur.

Tablo 15. Serum CRP diizeyleri grup ortalamalar1

Grup
K R M D MD
n| Ort<sSD (n| OrtxSD |n| OrtxSD |n | Ort<SD |n | Ort+SD
CRP 8| 854+3.7 |8 83.1£11.8 | 7| 85.1+58 [ 6| 81.8+6.3 | 8| 85.3+4.6
Tablo 16. Parametreler aras1 Pearson korelasyon analizleri tablosu
CRP 1,000
GSH -0,184 1,000
GSH-Px 0,036 0,074 1,000
GSH-R -0,105 0,192 0,501 1,000
TBARS -0,050 0,129 -0,041 -0,034 1,000
Trx 0,092 -0,273 -0,289 0,019 -0,145 1,000
Trx-R 0,101 -0,054 0,452 0,388 0,287 -0,081 1,000
CRP GSH| GSH-Px GSH-R TBARS Trx Trx-R

p<0.05 istatistiksel anlamlilik diizeyine gore; anlamli bulunan korelasyon katsayilari koyu ve
alt1 ¢izili olarak gosterilmistir. Buna gore: GSH-Px, GSH-R ve Trx-R arasinda her parametrenin diger
ikisi ile arasinda istatiksel olarak anlamli pozitif korelasyon tespit edilmistir.
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4.2. Histopatolojik Bulgular
4.2.1. Kontrol (K) Grubu

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmig kesitlerde, beyin
korteksinin normal histolojik yapida oldugu goézlendi. Noronlar lamina molekiilare
tabakasinda seyrek olarak izlendi. Bu tabakanin disindaki serebral korteks
tabakalarinda ise noronlar daha yogun ve homojen olarak dagilmisti (Resim 1).
Noronlarin arasinda tiggen seklindeki biiyliik govdeleriyle taninan piramidal

noronlara rastlandi (Resim 2).

Krezil viyolet boyama metodu uygulanan kesitlerde néron gdovdeleri mavi-
mor renkte boyanmig olarak goriildii (Resim 3). Bu grupta ortalama ndron sayisi

36,34+0,46 olarak tespit edildi.

Resim 1. K grubu. Serebral korteksin normal histolojik goriiniimii ve lamina molekulare tabakasi
(yildiz) H-E; X10.
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Resim 2. K grubu. Noronlarin arasinda tiggen seklindeki biiyiikk govdeleriyle taninan piramidal
noéronlar (oklar). H-E; X40.

Resim 3. K grubu. Mavi-mor renkte boyanmis noronlarin genel gériiniimii. Kresil-viyolet; X10.

4.2.2. Radyasyon (R) Grubu

Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde, serebral
korteksin noron yerlesim diizeninin bozuldugu ve bazi alanlarda néron gdévdelerinin
izlenmedigi tespit edildi. Ayrica baz1 alanlarda inflamatuvar hiicrelerin bir araya

gelerek siirlart diizensiz inflamasyon odaklart olusturdugu izlendi (Resim 4).
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Normal ndéronlarn arasinda yer yer diizensiz sinirli ve nukleus yogunlugu artmis
dejenere noronlar goriildii (Resim 5). Dejenere néronlarin sayisi bu grupta 7,64+0,27
olarak tespit edildi. K (0,77+0,12) grubu ile karsilastirildiginda bu grupta dejenere

ndron sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede arttig1 gortildii (p<0,01).

Krezil viyolet boyama metodu uygulanan kesitlerde ise toplam ndron sayisi
28,25+0,70 olarak tespit edildi. K (36,34+0,46) grubu ile karsilastirildiginda bu
grupta noron sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi go6zlendi
(p<0,01) (Resim 6 ).

Resim 4. R grubu. Noron goévdelerinin izlenmedigi alanlar (oklar) ve inflamasyon odaklar1 (ok
baglar1). H-E; X10.
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Resim 5. R grubu. Saglam ndronlarin arasinda (ok baslari) smirlart diizensiz, sitoplazmasi asidofil,
niikleusu heterokromatik ve biiziigmiis dejenere néronlarin gériiniimii (oklar). H-E; X40.

Resim 6. R grubu. Mavi-mor renkte boyanmis ndronlarin goriinimii, bazi alanlarda izlenen néron
kaybi (oklar). Kresil-viyolet; X10.

4.2.3. Melatonin (M) Grubu
Hematoksilen-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde serebral korteks
icerisinde yer alan noronlarin dagilimi ve inflamasyon odaklarinin goriiniimii R

grubuna benzer sekildeydi (Resim 7). Ancak bu grupta dejenere hiicrelerin sayisinin
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(3,4740,28), R grubu (7,64+0,27) ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli
derecede azaldig1 gozlendi (p<0,01) (Resim 8).

Krezil viyolet boyama metodu uygulanan kesitlerde ortalama noron sayisi
29,7140,85 olarak tespit edildi (Resim 9). R (28,25+0,70) grubu ile
karsilastirildiginda bu grupta néron sayisi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir

fark bulunmadi (p>0,05).

Resim 7. M grubu. Noron gdvdelerinin izlenmedigi alanlar (oklar) ve inflamasyon odaklar1 (ok
baslar1). H-E; X10.
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Resim 9. M grubu. Mavi-mor renkte boyanmis néronlar (oklar). Kresil-viyolet; X10.

4.2.4. Diklofenak (D) Grubu

Hematoksilin-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde, serebral korteks
igerisinde yer alan noronlarin dagilimi, M grubuna benzer sekildeydi. Inflamasyon

odaklar1 kii¢ilmiis ve smirlar1 diizenli olarak goézlendi (Resim 10). Bu grupta
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dejenere hiicrelerin sayis1 2,85+0,24 olarak tespit edildi (Resim 11). R (7,64+0,27)
grubu ile karsilastirildiginda bu grupta dejenere noron sayisinin istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldigi goriildii (p<0,01). M grubu ile karsilastirildiginda ise
dejenere noron sayisi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi
(p>0,05).

Krezil viyole boyama metodu uygulanan kesitlerde ortalama ndron sayisi
31,87+0,74 olarak tespit edildi (Resim 12). R (28,25+0,70) grubu ile
karsilastirildiginda bu grupta néron sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede

arttig1 gézlenirken (p<0,01), M grubu ile aralarinda bir fark bulunmadi (p>0,05).

Resim 10. D grubu. Noron gévdelerinin izlenmedigi alanlar (oklar) ve kiiclilmiis inflamasyon odaklari
(ok baglar1). H-E; X10.
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Resim 12. D grubu. Mavi-mor renkte boyanmis néronlarin genel goriiniimii. Kresil-viyolet; X10.
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4.2.5. Melatonin+Diklofenak (MD) Grubu

Hematoksilin-eozin boyama metodu uygulanmis kesitlerde, serebral korteks
icerisinde yer alan ndéronlarin dagilimi, R grubuna gore daha diizenli olarak izlendi.
Inflamasyon odaklarmin sinirlar1 diizenli ve kiigiik olarak gdzlendi (Resim 13). Bu
grupta dejenere hiicrelerin sayist 3,07+0,24 olarak tespit edildi (Resim 14). R
(7,64%0,27) grubu ile karsilastirildiginda bu grupta dejenere ndron sayisinin istatiksel
olarak anlamli derecede azaldigi izlenirken (p<0,01), M ve D gruplan ile
karsilastirildiginda ise anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).

Krezil viyolet boyama metodu uygulanan kesitlerde ortalama ndron sayisi
32,64+0,57 olarak tespit edildi (Resim 15). R (28,25+0,70) grubu ile
karsilagtirildiginda bu grupta ndron sayisinin istatistiksel olarak anlamli derecede

arttig1 gozlenirken (p<0,01), M ve D gruplari arasinda bir fark bulunmadi (p>0,05).

Resim 13. MD grubu. Noéron govdelerinin izlenmedigi alanlar (oklar) ve kii¢lilmiis inflamasyon
odaklari (ok baslari). H-E; X10.
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Resim 15. MD grubu. Mavi-mor renkte boyanmig noronlarin genel goriiniimii. Kresil-viyolet; X10.
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Tablo 17. Histolojik skor [med(min-max)]

Parametre K R M D MD
inflamatuar hiicre 0(0-0) 2(0-3)" 2(0-3)* 1(0-2)*0¢ 1(0-2)*0<4
infiltrasyonu

Noron yerlesim diizeninin 0(0-0) 1(0-3)° 1(0-2)*  1(0-2)*"* 1(0-2)*0<4

bozulmasi

Skor 0: normal (hasar yok), Skor 1: hafif (<%0-20 serebral korteks hasar1), Skor 2: orta (%21-50
serebral korteks hasari), Skor 3: siddetli (%50-100 serebral korteks hasart)

K ile istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.01)
PR ile istatistiksel olarak anlamh fark (p<0.01)
‘M ile istatistiksel olarak anlamli fark (p<0.01)
D ile istatistiksel olarak anlamh fark yok (p>0.05)

Tablo 18. Toplam néron ve dejenere noron sayilarinin gruplara gore dagilimi

Parametre K R M D MD

Noron sayisi  36.34+0.46  28.25+0.70°  29.71+0.85"  31.87+0.74*>¢  32.64+0.57*>¢

Dejenere 0.7740.12  7.64£0.27°  3.47+0.28"  2.85+0.24"°  3.07+0.24*>d

noron sayisi

K ile istatistiksel olarak anlaml fark (p<0.01)
PR ile istatistiksel olarak anlamh fark (p<0.01)
‘M ile istatistiksel olarak anlaml fark yok (p>0.05)
D ile istatistiksel olarak anlamh fark yok (p>0.05)
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5. TARTISMA

Yasam boyunca, canli viicudu siirekli bir dinamik denge durumundadir.
Canliligin geregi olarak siireklilik arz eden metabolik faaliyetler ¢ergevesinde bir
taraftan yapim, diger taraftan yikim fonksiyonlar1 birlikte devam etmektedir. Olagan
kosullarda, metabolik faaliyetler sonucu oksidatif stres-antioksidan kapasite arasinda
belirli bir denge mevcuttur. Ancak, ani olarak ortaya ¢ikan ekstra kosullar bu
dengenin bozulmasina neden olabilir. Calismamiza konu olan yiiksek doz
radyasyona maruz kalma durumu da ekstra ROS artisina sebep olarak dengenin

bozulmasina yol agabilir [2].

Canli sistemlerde akut ROS artisina karst koyma gorevi ilk etapta hiicrede
mevcut kimyasal antioksidanlarin kullanimi ile basarilmaya c¢alisilir. Ancak canli
dokusu sahip oldugu smirli antioksidan kapasite nedeniyle her zaman bu artiga karsi
koyamaz. = Bu durumda bozulan dengenin korunmasi icin ikinci asamada
enzimlerden olusan antioksidan savunma sistemi faaliyete gecerek ortaya ¢ikan yeni

durumla bag etmeye calisir [2,4].

Manda ve ark. yaptigi c¢alismada radyasyon uygulanan siganlarin beyin
dokusunda TBARS artis1 ve GSH azalmas tespit edilmistir. Uyguladiklart melatonin
ile birlikte gozlenen bu degisimlerin normale dondiigii gozlenmistir. Bu sonuglar
melatoninin antioksidan etkisi lehine yorumlanmistir [69]. Yine Erol ve
arkadaglarinin melatonin ve E vitamininin beyinde radyasyon hasarini engellemedeki
etkisini kiyasladigi calismada radyasyon uygulanmasiyla doku MDA diizeyi
yiikselmis ve uygulanan melatonin bu yiikselise engel olmustur [70]. Undeger ve ark.
calismasinda da melatoninin beyin dokusunda radyasyonla olusan lipit

peroksidasyonuna engel oldugu tespit edilmistir [71]. Calismamizda kontrol (K)
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grubu ile radyasyon uygulanan gruplar arasinda hem TBARS hem de antioksidan
enzim aktivite diizeyleri yoniinden onemli farklarin olustugu goriilmektedir. Benzer
sekilde, antioksidan destek verilmeyen, radyasyon (R) grubu ile antioksidan destek
alan [melatonin (M), diklofenak (D) ve melatonin+diklofenak (MD)] radyasyon
gruplar1 arasinda da onemli farklar bulunmaktadir. TBARS diizeyleri yoniinden R
grubunun hem K hem de antioksidan destek alan gruplara kiyasla énemli oranda
yiiksek degerlere sahip oldugu gériilmiistiir. Oncelikle bu durum arastirmamizda
kullanilan melatonin ve diklofenagin radyasyona bagli olarak artan ROS’un
nétralizasyonunda onemli koruyucu etki sagladigi seklinde yorumlanmustir. ikinci
olarak, antioksidan uygulanan gruplarda GSH-Px ve GSH-R aktivitelerinin anlamli
diizeyde artmis olmast ve bu artisin TBARS disiisiiyle paralellik gostermesi
enzimatik antioksidan savunma sisteminin melatonin tarafindan tetiklendiginin kaniti
olarak kabul edilebilir. Calismamiza ait GSH sonuclarinin Manda ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmayla benzerlik gostermemesini ise kullandigimiz analiz yontemine
baglayabiliriz. Nitekim sonuglarimiza gore de GSH diizeyleri melatonin
uygulanmasiyla R grubuna gore yiikselmistir fakat istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Farkli organ ve dokularda radyasyondan bagka yontemlerle
olusturulan oksidatif stresin melatonin tarafindan tamponlandigi ve melatoninin
GSH-Px ve GSH-R diizeylerini artirdig1 ve bu sekilde oksidatif strese karsi koydugu
sonucuna varilmistir [72-74]. Nitekim melatoninin hem direkt antioksidan etkiye
sahip oldugu hem de antioksidan enzimlerin (SOD, GSH-Px, GSH-R, CAT)
aktivasyonuyla dolayli yoldan antioksidan savunmay1 destekledigi bilinmektedir [75-
77]. Elde ettigimiz sonuglara gore de GSH-Px ve GSH-R artisin1 melatoninin bu

aktivasyonuna baglayabiliriz.

Calismamizdan ¢ikan ilging bir sonug, melatoninin GSH, GSH-Px ve GSH-R
diizeylerini radyasyon grubuna kiyasla yiikseltmesi, diklofenak ile kombine
edildiginde ise bu etkisinin azalmasidir. Bu sonu¢ diklofenagin melatoninin
antioksidan etkisini azalttig1 seklinde yorumlanabilir, fakat istatistiksel olarak

anlamli olmadigi i¢in net bir sey ifade edemiyoruz.

Taradigimiz  literatiirde  diklofenagin  melatoninle  kombinasyonuna
rastlamadik. Melatonin gibi bilinen bir antioksidanla diklofenak gibi bir
antiinflamatuar ajanin kombinasyonu aragtirmamizin orijinal yoniidiir. Biz

diklofenag1 antiinflamatuar etkisi i¢in kullanmay1 planlamistik, fakat etkili sekilde
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antioksidan etkisinin oldugunu gordiik. Calismamizin sonucuna gore diklofenak
uygulanan radyasyon grubunda TBARS diizeyleri R grubuna kiyasla anlamli oranda
diistik cikmistir. Alok ve arkadaglarinin yaptigr ¢alismada da diklofenagin zayif bir
antioksidan etkisi oldugu soylenmistir [11]. Ancak, calismadaki diger enzim
diizeyleriyle iliskisi ise anlamli bulunmamistir. Bunu da diklofenagin bizatihi
antioksidan  Ozelligine baglayabiliriz.  Melatonin  gibi enzim sistemlerini

etkilememektedir.

Primatlarda radyasyon sonrasi akut faz reaktanlarini inceleyen bir arastirmada
CRP’nin ilk 24 saatte pik yaptiktan sonra 2-3 giin i¢cinde normale dondiigii bulunmus
[78]. Bagka bir calismada da CRP’nin siganlarda radyasyona cevap veren bir protein
olmadig1 sonucuna varilmis [79]. Calismamizda da benzer sekilde bir sonug
alinmistir. Yine sonuc¢larimiza gore diklofenak CRP diizeyleri iizerine istatistiksel
olarak anlamli olmayan azaltic1 bir etki gdstermistir. Aldigimiz bu sonucu da ayni

nedene baglayabiliriz.

Bir¢ok yonden GSH’a benzerlik arz etmesi nedeniyle hem GSH hem de Trx
diizeylerinin radyasyondan olumsuz etkilenmesini beklememize ragmen; her iki
parametrede de gruplar arasinda anlamli fark bulunamamistir. Bu durumu deneyde
kullanilan antioksidan ve antioksidan enzim aktivitelerinin bilesik etkisinin, beyin
dokusu GSH ve Trx diizeylerini koruyacak kapasiteye sahip olmasiyla
aciklayabiliriz. Nitekim GSH diizeyleri melatonin uygulanmasi sonucu yiikselmis
fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Ayrica Trx’ in ¢ok diislik diizeylere
sahip olmas1 ve primer fonksiyonunun lipidlerden ziyade proteinleri oksidasyonuna
kars1 koruma mekanizmasiyla iligkili olmasi nedeniyle, sonucunun GSH’dan farkli

olmasi1 beklenebilir [80].

Beyin dokusu Trx-R aktivitesi grup ortalamalar1 arasinda fark
bulunmamasini, beyin dokusunun fosfolipid agirlikli bir yapiya sahip olmast ve bu
dokuda Trx diizeylerinin GSH’a kiyasla ¢ok daha az miktarlarda bulunmasina
baglayabiliriz [81]. Hernekadar, gruplar arasinda Trx-R diizeyleri yoniinden istatiksel
olarak anlamli fark bulunmasa da Trx-R, GSH-Px ve GSH-R arasinda anlamli pozitif
korelasyonlarin bulunmasi, artan ROS karsisinda Trx-R’nin de antioksidan savunma

mekanizmasina katkida bulundugunun isareti olarak degerlendirebilir.

Sonu¢ olarak sunu sdyleyebiliriz: Cesitli nedenlerle ortaya c¢ikan akut
radyasyon maruziyetleri ilk etapta beyin dokusunda ROS iiretimini artirarak oksidan-
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antioksidan dengesinin bozulmasina yol agabilir. Heniiz inflamatuar yanitin ortaya
cikmadigi bu basamakta melatonin vb. antioksidan destegin oksidatif stress diizeyini
azaltarak kalici doku hasarlarini azaltabildigini ve hatta Onleyici oldugunu da
sOyleyebiliriz. Ancak radyasyondan etkilenen doku o&zellikleri dikkate alinarak,
dokuya 0zgii dogru antioksidan destegi se¢mek gerekir. Dilofenak’in tek basina
koruyucu etkisi olmakla birlikte, melatoninle kombinasyonunda melatoninin
antioksidan etkisini azaltmasi ilgin¢ bir bulgudur. Diklofenak’in radyasyona baglh
inflamasyon siireciyle iliskisini ve melatoninle kombinasyonundaki ozelligini

agikliga kavusturmak icin daha ileri ¢alismalar yapilabilir. Onerilerimiz;

1- Diger enzim aktivite tayin metodlari ile daha ileri ¢aligmalar yapilabilir.

2- Kontrol grubu yaninda sham grubu da olusturabilir.

3- Antioksidanlarin radyasyon olmadan tek basina verildigi bir grup
olusturulabilir.

4- Ayrica c¢alismamizin daha genis gruplarla ve daha ileri molekiiler

markerlarla desteklendigi daha ileri ¢alismalara da ihtiya¢ vardir.
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6. OZET

RAT BEYNINDE YUKSEK DOZ RADYASYONLA OLUSAN AKUT
HASARA KARSI MELATONIN VE DIKLOFENAK’ IN KORUYUCU
ETKISi
Bu ¢aligmayla yiiksek doz radyasyonun beyinde olusturdugu oksidatif stres ve

akut inflamasyonu melatonin ve diklofenak ile engellemeyi amacladik.

Calismaya 40 adet Wistar-Albino cinsi eriskin (180-220 gr) erkek rat dahil
edildi. Kontrol (K) grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi. Radyasyon (R)
grubuna 70 Gy tiim viicut radyasyon verildi. Melatonin+Radyasyon (M) grubuna
radyasyon uygulamasindan dnce 5 giin boyunca 100 mg/kg ip. Melatonin uygulandi.
Diklofenak+Radyasyon (D) grubuna radyasyon oncesi 8 mg/kg Diklofenak oral
verildi. Melatonin+Diklofenak+Radyasyon (MD) grubuna radyasyon oOncesi 100
mg/kg ip. Melatonin ve 8 mg/kg Diklofenak oral verildi. Radyasyon uygulamasindan
48 saat sonra doku ve kan ornekleri alinarak analizlerde kullanildi. Alinan beyin
dokularindan hazirlanan homojenatlarda GSH, GSH-Px, GSH-R, Trx, Trx-R ve
TBARS analizleri ¢alisildi. Serumlarda ise CRP c¢alisildi. Ayrica beyin dokulari

histopatolojik olarak ta incelendi.

GSH, Trx, Trx-R ve CRP sonuglan istatistiksel olarak anlamli degildi.
TBARS, radyasyon grubunda diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli (p<0,05)
yiikksek bulundu. Melatoninin radyasyona bagli TBARS yiiksekligini diizelttigi
goriildii. GSH-Px ve GSH-R diizeyleri melatonin grubunda istatistiksel olarak
anlaml (p<0,05) yiiksek bulundu.

Sonug olarak; melatonin akut yiiksek doz radyasyonun beyinde olusturdugu
oksidatif hasar1 azaltmaktadir. Diklofenak ta melatonin gibi antioksidan aktivite
gostermistir. Histopatolojik sonuglara gore diklofenagin beyinde radyasyonla olusan
inflamasyonu baskiladigi ancak bunun biyokimyasal parametrelerden CRP ile korele

olmadig1 tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Melatonin, Diklofenak, Radyasyon, Oksidatif stres
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7. SUMMARY

PROTECTIVE EFFECTS OF MELATONIN AND DICLOFENAC AGAINST
HIGH DOSE RADIATION-INDUCED ACUTE BRAIN INJURY IN RATS

The aim of this study was to determine the preventive effects of melatonin
and diclofenac against oxidative stress and acute inflammation induced by high-dose

radiation in rat brain.

Adult male (180-220 g) albino Wistar rats were randomly divided into five
groups. Control group did not receive any administration. In radiation group, rats
were subjected to dose of 70 Gy from LINAC. In melatonin group, five days prior to
irradiation, animals received melatonin daily (100 mg/kg body weight i.p.).
Diclofenac group received diclofenac daily (8 mg/kg body weight orally), five days
prior to irradiation. Melatonin+diclofenac group received melatonin along with
diclofenac, five days prior to irradiation. Tissue and blood samples were collected 48
hours after irradiation. Oxidative stress was assessed by determining reduced
glutathione (GSH), thioredoxin (Trx) and thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS) levels, and alteration in antioxidant enzymes such as glutathione
peroxidase (GSH-Px), glutathion reductase (GSH-R) and thioredoxin reductase (Trx-
R) in brain tissues of all groups. Serum C-reactive protein levels were determined to
assessment of acute inflammation. Also, brain tissues were investigated

histopathologically.

A significant increase in the TBARS levels was observed in the irradiated
animals (p<0,05). Melatonin treatment significantly prevented the increasing of
TBARS content in rat brain tissue. GSH-Px and GSH-R levels had been significantly
increased in melatonin group (p<0,05). Statistically significant alterations in the

levels of GSH, Trx, CRP and the activity of Trx-R were not observed.

In conclusion; melatonin showed a protective role against oxidative damage
induced by high-dose radiation in rat brain. Diclofenac showed an antioxidative
effect too. According to histopathological evaluation, diclofenac supressed acute
inflammation induced by radiation. But there is not correlation between CRP results

and histopathological findings.

Keywords: Melatonin, Diclofenac, Radiation, Oxidative stress
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