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Ozet: Kanser tedavisinde kullanilan radyasyon uygulamalarinin énemli komplikasyonlari arasinda radyasyona bagli
karaciger ve bdbrek toksisitesi bulunur. Doku ve/veya organlarda sekillenen radyasyon hasari, alinan radyasyon dozu-
na baglidir. Bu ¢galisma ile farkli dozlarda verilen iyonize radyasyonun (IR) sigan karaciger ve bobrek dokusu Uzerine
olasi toksik etkilerinin degerlendiriimesi amaglandi. Calismada, 40 adet disi Wistar albino cinsi sigan rastgele 4 gruba
ayrildi. Gruplar; kontrol grubu, 1Gy radyasyon grubu, 5Gy radyasyon grubu ve 10Gy radyasyon grubu seklinde belir-
lendi. Radyasyon uygulamalari gama i1sini kullanilarak tek doz total viicut isinlamasi seklinde yapildi. Gruplara ait kara-
ciger ve bobrek dokulari Hematoksilen-Eozin (H&E), Masson trikrom ve Periyodik asit Schiff (PAS) boyama ile histopa-
tolojik olarak degerlendirildi. Ayrica, kaspaz-3 imminboyama ile apopitotik hiicre sayisi belirlendi. IR uygulanan karaci-
ger dokulari histolojik olarak incelendiginde, radyasyon uygulanan karaciger dokularinda basta vaskuler ve interstisyel
hemoraji alanlari olmak Uzere gesitli hiicresel hasarlar gézlenmis olup hasar dereceleri radyasyon dozu ile dogru oran-
tihydi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda en belirgin fibrozisin 10 Gy radyasyon uygulanan grupta oldugu gézlendi. Ayri-
ca, 5 Gy ve 10 Gy gruplarinda hepatositlerin glikojen igeriginde tiikenme oldugu gorildi. Uygulanan IR, bobrek tiibille-
rinde ve interstisyel dokuda degisikliklere ve hiicresel hasara neden oldu. Ozellikle 5 Gy ve 10 Gy IR uygulanan grup-
larda kollajen liflerin miktarinin arttigi ve proksimal tiibdl epitel hiicrelerinde belirgin mikrovillus kaybi ile epitel bazal
membranlarinda kalinlasma oldugu gorildu. Kaspaz-3 + hicre sayisi IR'nin hem karaciger hem de bdbrek dokulari
Uzerinde apopitozu arttirici etkiye sahip oldugunu gosterdi. Sonug olarak, galisma bulgulari karaciger ve bobrekte olu-
san doku hasarinin ve apopitotik hlicre sayisinin IR’da uygulanan doza bagl oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: Apopitoz, bébrek, iyonize radyasyon, karaciger

The lonizing Radiation Effect on Liver and Kidney Tissue

Summary: Radiation-induced liver and kidney toxicity are among the major complications of radiation applications
used in cancer treatment. Radiation damage that occurs in tissues and/or organs depends on the radiation dose recei-
ved. In this study, it was aimed to evaluate the possible toxic effects of ionizing radiation (IR) given in different doses
on rat liver and kidney tissue. Investigation the possible effects of different doses of ionized radiation (IR) on liver and
kidney tissues. In this study, 40 female Wistar albino rats were randomly divided into 4 groups. The groups were deter-
mined as the control group, 1 Gy radiation group, 5 Gy radiation group and 10 Gy radiation group. Radiation applicati-
ons were performed as a single dose of total body irradiation using gamma rays. Liver and kidney tissues of the groups
were evaluated histopathologically through Hematoxylin-Eosin (H&E), Masson trichrome and Periodic acid Schiff (PAS)
staining. Furthermore, the number of apoptotic cells was determined by caspase-3 immunostaining. When liver tissues
treated with IR were examined histologically, various damaged cellwere observed in the irradiated liver tissues, especi-
ally vascular and interstitial hemorrhage areas, and also the degree of damage was directly proportional with the radia-
tion dose. Compared to the control group, the most prominent fibrosis was observed in the group treated with 10 Gy
radiation. Furthermore, glycogen content depletion of hepatocytes was seen in 5 Gy and 10 Gy groups. The IR applied
caused changes and cellular damage in the renal tubules and interstitial tissue. Especially in the 5 Gy and 10 Gy IR
applied groups, the amount of collagen fibers increased and proximal tubule epithelial cells were found to have thicke-
ning of the epithelial basement membranes with marked loss of microvilli. The caspase-3 + cell count showed that IR
have an apoptosis-enhancing effect on both liver and kidney tissues. As a result, the study findings revealed that the
tissue damage and apoptotic cell number in the liver and kidney are dependent on the dose administered in the IR.
Key words: Apoptosis, ionizing radiation, kidney, liver

Giris gectigi dokularin hiicrelerinde atomlardan ve molekiil-
lerden elektronlari ¢ikararak iyonlar olusturdugu icin
Kanser tedavisinde kullanilan radyasyon, iginden iyonlastirici radyasyon (IR) olarak adlandirilir. Bu
hicreleri 6ldirebilir veya genleri degistirebilir, bdylece
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daki biyolojik etkileri dogrudan veya dolayli olarak
meydana gelebilir. Dogrudan etki ile radyasyon huc-
renin hedef molekdli olan DNA'sini etkilerken, dolayli
etkide ise hicrelerdeki atomlarin iyonlagsmasi ve mo-
lekiiler yapilarinda bozulmalar gériilebilir (Ozgiiner ve
Mollaoglu, 2006). Radyasyon toksisitesi, radyasyon
maruziyetinden sonra reaktif oksijen radikallerinin
genis capl oksidatif hasara yol agmasi ile iligkilidir
(Sagar, 2005). Bunun yani sira IR'ye maruz kalan her
canh organizmada farkli doku ve hiicre tipindeki etki-
lenmeler, cesitli sekillerde ortaya c¢ikabilir (Park ve
ark., 2015). IR saglkli biyolojik sistemlerde serbest
oksijen radikallerinde artisa neden olur. Bu radikaller,
hem htcrelerin DNA'sIn1, proteinlerini ve zar lipitlerini
etkileyerek hlicrede hasara neden olur, hem de anti-
oksidan savunma mekanizmalarini olumsuz ydénde
etkiler. Radyasyona maruz kalma sonucu olusan
serbest oksijen radikaller ayni zamanda antioksidan
savunma mekanizmalarini olumsuz yodnde etkiler
(Karbownik ve Reiter, 2000). IR’nin hiicreler tzerin-
deki etkisi, 1Isinlanma dozu arttikga hicre déngusu
bozukludu, anormal mitoz veya hicre 6lumu insidan-
sI seklindedir. Bu baglamda, apopitotik hiicre 6limd,
hicreler IR'ye maruz kaldiktan sonraki ana hucre
Olimu formlarindan biri olarak kabul edilir (Verheij ve
ark., 2000). Hicre 6limini kontrol eden tim apopito-
tik yolaklarda kritik bir role sahip olan kaspazlarin
dogrudan aktivasyonu ile tetiklenebilir (Shinomiya,
2001). Birgok abdominal ve alt torasik timorler igin
radyasyon ile tedavide karaciger ve bobreklerin 1sin-
lanmasi kaginilmazdir (Cohen ve Robbins, 2003).
Karacigerin radyasyon toleransi oldukga sinirhidir.
Radyasyona bagli nefropatinin histopatolojik arastir-
malari, bobrek glomeriillerine, kan damarlarina, tiibi-
ler epiteline ve interstisyuma zarar verdigini gdster-
migtir (Cohen ve Robbins, 2003). Maruz kalinan doz
ve sireye bagl olmakla birlikte iyonlastirici radyas-
yon verilen kemirici karacigerinde, piknotik ve cift
cekirdekli hepatosit sayisinda artis oldugu gortlmis-
tur (Sharma ve Sharma, 2005).

Hicre kultirlerinde veya laboratuvar hayvanlarinda
deneysel calismalar dustk bireysel degiskenlige sa-
hip populasyonlarla ¢alismayi ve dogru dozdaki rad-
yasyon dozlarini test etmeyi saglayan radyasyonun
biyolojik etkilerini dederlendirmek igin bir alternatiftir.
Ayni zamanda, in vitro sistemler, in vivo sistemlerle
karsilastiriidiginda radyasyona farkh tepki gosterebil-
diginden, laboratuvar hayvanlari ile yapilan deneyler,
radyasyonun etkileri ve altta yatan mekanizmalari
hakkinda bilgi saglamaktadir (Duport ve ark., 2012).

Gunumuzde tip alaninda IR'nin artan kullaniminin bir
sonucu olarak, giderek daha fazla insan, radyoterapi
sirasinda birkag diizine Gy de dahil olmak lzere fark-
Il dozlarda IR'ye maruz kaliyor. IR’'ye maruziyet son-
rasinda alinan radyasyon dozunun organlar tzerinde
nasil bir etki olusturdugu merak konusu olmustur.
Normal doku yaralanmalarinda hem akut hem de ge¢
toksisiteyi dnlemenin yollarini bulmak biyik 6nem
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tasimaktadir, ¢iinki radyasyona bagl bu toksisiteden
kaynaklanan yikim bazen tedavi edilen ilk lezyondan
¢ok daha kotu olabilmektedir. Bu nedenle bu galisma
ile farkli dozlarda verilen IR’nin Wistar albino sigan
karaciger ve bébrek dokusu tzerindeki etkisinin histo-
lojik ve immunohistokimyasal metotlarin kullaniimasi
ile belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg ve Yontem

Bu calisma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 14.11.2018 tarihinde
18/140 karar no ile etik onayi ile gerceklestirildi. Ca-
hsmada, Erciyes Universitesi Deneysel ve Klinik
Arastirma Merkezi'nde (DEKAM) yetistirilen agirliklari
250-300 gr arasinda degisen 40 adet Wistar albino
disi sican kullanildi. Siganlar arastirma suresince 19-
21°C sabit sicaklikta ve 12 saat aydinlik/karanlik sik-
luslu cevre, 6zel hazirlanmis standart laboratuvar
kosullarinda ve otomatik olarak klimatize edilen oda-
larda plastik kafeslerde korundu. Deney siresince
si¢anlar normal pelet yem ile beslendi.

Radyasyon uygulamasi

Calismaya baslamadan 6nce hayvanlar her grupta 10
sican olacak sekilde rastgele 4 gruba ayrildi. Deney
gruplar su sekilde belirlendi; 1) kontrol grubu; 2) tim
vicut 1 Gy radyasyona maruz kalan grup; 3) tim
vicut 5 Gy radyasyona maruz kalan grup; 4) tim
vicut 10 Gy radyasyona maruz kalan grup. Radyas-
yon uygulamasi, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi
Radyasyon Onkolojisi Bolimiinde Cobalt-60 teletera-
pi (GWXJ80-Co60 Teletherapy Unit) cihazi ile olustu-
rulan y-isini kullanilarak 28.5x28.5x5 cm boyutunda
ve 2.5 cm derinlikte tahtadan yapilan 6zel bir kutu
icerisinde anestezi yapmadan, 5’erli gruplar halinde,
total vicut 1sinlamasi seklinde yapildi. Isinlama sira-
sinda siganlarin nefes almalarina izin vermek igin
kutunun ust kismina delikli tray yerlestirildi. Tim vi-
cut 1sinlamasi (Villa-Genius HF-80, Cift masa, cift
tiplii réntgen cihazi, 1994; Del Medical, Milan, italya)
15-20 miliRad16 dozunda 2 dakikalik araliklarla uy-
gulandi. Toplam uygulanacak tez doz 1 Gy, 5 Gy ve
10 Gy olacak sekilde hesaplandi.

Histolojik boyama

Radyasyon uygulamasindan 24 saat sonra ketamine-
ksilazin (75 mg/kg-10 mg/kg) ile genel anesteziye
alinan kontrol ve deney gruplarindaki tim siganlar
dekapite edildi. Dekapitasyonun ardindan karin bol-
gesi V harfi seklinde agilarak siganlarin karaciger ve
bdbrek dokulari hizlica ¢ikarilip %10’luk formaldehit
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ile tespit edildikten sonra dereceli olarak artan alkol
serilerinden gegirilip, ksilende bekletildikten sonra
eriyik parafine gémulerek bloklar elde edildi. Tim
numunelerden hazirlanan parafin bloklardan 5 pm
kalinliginda alinan kesitler, genel histolojik degerlen-
dirme icin hematoksilen-eozin (H&E), fibrozis/
kollajenleri degerlendirmek icin Masson trikrom ve
son olarak Periyodik Asit Schiff (PAS)boyama metod-
lari kullanildi.

Histopatolojik degerlendirme

Standart 151k mikroskop ile degerlendirme igcin H&E
ile boyanmis preparatlar kullanildi. Karaciger hasari
konjesyon, nekroz ve yaygin nekroz olmak Uzere
skorlandi (Hwang ve ark., 2003). Bbbrek hasari ise
radyasyona bagl tubller hasarsiz (0), hafif (1), orta
(2) ve siddetli hasar (3) olmak Uzere derecelendirildi
(Inomata ve ark., 1999). Histopatolojik degerlendir-
mede tublllerde dilatasyon, atrofi ve protein birikimi,
glomerulde vakuolizasyon ve interstisyel alanda len-
fosit infiltrasyonu degerlendirildi. Hem karaciger hem
de bdbrek dokularinda IR’nin interstisyel fibrozis etki-
sini belirlemek igin, her denekten rastgele alinan
masson trikrom ile boyanmis 20 mikroskobik alan
(x200 buyutmede) degerlendirildi. Her alanda yari
kantitatif analiz su sekilde yapildi: O=fibrozis yok;
1=alanin <%10'unda fibrozis; 2=alanin %10-25'inde
fibrozis; 3=alanin %25-50'sinde fibrozis; 4=alanin>%
50'sinde fibrozis. Interstisyel fibrozis derecesi, her
grup i¢in yuzde (%) olarak hesaplandi (Wang ve ark.,
2016).

immunohistokimyasal boyama ve degerlendirme

Uretici firmanin tavsiyelerine gdre avidin-biotin-
peroksidaz yontemi (Thermo Scientific, Waltham,
MA, ABD) kullanilarak immunohistokimya boyama
metodu kullanildi. Bunun igin, 5 ym kalinhdinda ali-
nan kesitler ksilende deparafinize edildi ve azalan
alkol serilerinden gegirilerek rehidre edildi. Antigen
retrieval igin sitrat tampon sollisyonunda (pH:6) mik-
rodalga’da (750W) 10 dakika kaynatildi. Kaynatma
sonrasi oda isisinda yaklasik 20 dakika sogutmak
icin bekletilen kesitler PBS (Phosphate Buffered Sali-
ne) ile 3x5 dakika yikandiktan sonra 5 dakika Ultra V
Block sollisyonu uygulanip ardindan PBS ile yikama
yapllmadan kaspaz-3 primer antikor (1:500, Cell Sig-
naling Technology, Leiden, Netherlands) ile 4 °C'de 1
gece nemli ortamda inkibe edildi. Primer antikor uy-
gulanmasini takiben PBS ile 3x5 dakika yikanan ke-
sitlere 10 dakika biyotinli sekonder antikor uygulandi.
PBS ile 3x5 dakika yikanan kesitler peroxidase-
conjugated streptavidin ile 10 dakika nemli ortamda
oda isisinda inkibe edildi ve PBS igerisine alindi.
immiinohistokimyasal reaksiyonlar, kromojen
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(diaminobenzidin tetrahidroklorir, DAB) (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA) ile gdrsellestirildi. Ma-
yer's hematoksilen ile zit boyama yapilan dokular
distile sudan gegirilerek dereceli alkol serileri ile de-
hidre edilip ksilenden gegirildi ve uygun kapatma so-
lusyonu ile kapatildi. immunohistokimyasal boyama
metodu uygulanan herbir preparat 1sik mikroskobu
(Olympus BX51, Tokyo, Japonya) altinda incelendi.
Deney gruplari arasinda kaspaz-3 pozitif hiicre sayi-
sini belirlemek igin, her denege ait kesitlerden rastge-
le secilen 10 farkli mikroskobik alandaki kaspaz-3
pozitif hiicre sayisi sayildi (Yay ve ark., 2018).

Istatistiksel analiz

Tum istatistiksel testler TURCOSA yazilim progra-
minda yapildi. Gruplarin normal dagilima uygunlugu
Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Normal dagilim
gOsteren degiskenlerde gruplar arasi karsilagtirmalar-
da Tek Yonlu Varyans Analizi (ANOVA), gruplar ara-
sinda farkliigin énemli bulundugu durumlarda Tukey
¢oklu karsilastirma testi kullanildi. P<0.05 degeri ista-
tistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Karaciger dokusunun histopatolojik
degerlendirmesi

Calismada, ratlardan alinan karaciger ve bobrek do-
kularina H&E, masson trikrom ve PAS boyama me-
totlar uygulandi. Elde edilen sonuclar sekil 1’de gos-
terilmistir. Histopatolojik dederlendirmede, radyasyon
uygulanmayan kontrol gruplarina ait dokular kendi
normal histolojik doku o6zelliklerini gdsterdi. Kontrol
grubuna ait karaciger dokulari normal parankimal
yapi Ozelliklerini sergilemiglerdir. Lobduller igerisinde
vena centralis etrafinda isinsal tarzda dizilmis karaci-
ger hicreleri (hepatositler) yer almaktaydi. Hepatosit-
ler etrafinda karaciger sintzoidleri dizgin gdzlen-
mekteydi. Portal alanlarda ise, bag dokusu iginde
hepatik arter, ven ve safra kanali UglisU yer almak-
taydi. Radyasyon uygulanan dokularda basta vaski-
ler ve interstisyel hemoraiji alanlari olmak lzere gesitli
hlcresel hasarlar gozlenmis olup hasar dereceleri
radyasyon dozu ile dogru orantilhydi. 5 Gy radyasyon
uygulanan gruplara ait karaciger kesitleri incelendi-
ginde kontrol grubundan farkl olarak, yogun vaskuler
sinuzoidal hemoraji ile birlikte, eritrositlerin sikisarak
sinuzoidleri doldurmus oldugu goézlendi. 10 Gy rad-
yasyon uygulanan bitiin deney gruplarinda, yogun
nekrotik alanlarin bulundugu goézlendi. Ayrica vena
sentralis’ten i1sinsal tarzda uzanan sinislerde belirgin
genigleme vardi (Sekil 1). Karaciger dokulari histopa-
tolojik olarak degerlendirildiginde, kontrol grubu rad-
yasyon uygulanan gruplara gére en disuk skora sa-
hipti. Radyasyon uygulanan tim deney gruplarinda
kontrol grubuna gore skor derecesi anlamli diizeyde
yuksekti (P<0.001) (Tablo 1).
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Sekil 1. Kontrol grubunda ve farkh dozlarda tim vi-
cut Y 1sinlamasi uygulanan siganlarin karaciger do-
kularinda x40’'llk biyitmede Hematoksilen-Eozin
(HE), Masson Trikrom (MT) ve Periyodik asit Schifft
(PAS) boyamasi ile boyanmis kesit goruntileri. H&E,
MT ve PAS boyamasli. Yildiz (*) nekrotik alanlari,
ince ok (—» ) hemorajiyi, kalin ok (=) ise fibrozisi
gOstermektedir

Masson trikrom boyama ile gruplar fibrotik doku baki-
mindan kiyaslandiginda, kontrol gruplarina ait karaci-
ger kesitlerinde vena sentralis ve ona komsu damar-
larin duvarinda tek sira halinde ince kollagen lifler
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Bébrek dokusunun histopatolojik
degerlendirmesi

Kontrol grubuna ait bébrek dokulari parankimasinda
bdbrek cisimcikleri (renal korpuskulleri), proksimal ve
distal kivrintili ttbdller, peritibiler kapiller damarlar
ve medullar iginlar dizgin yerlesimleri ile normal
gérinume sahipti. Radyasyon uygulanmayan kontrol
gruplarinda, glomertller ve tibuller normal histolojik
ozellik gosterdi. Radyasyon uygulanan grubun bdb-
rek dokusu histolojik olarak incelendiginde, kontrol
grubuna goére son derece 6nemli ve anlamli dejenera-
tif degisiklikler sergiledigi goézlendi. Uygulanan IR’nin
tubdlllerde ve interstisyel dokuda erken degisiklikleri
dikkati ¢ekti ve hucresel hasara neden oldugu gorul-
di. 1 Gy ve 5 Gy radyasyon grubuna ait bébrek do-
kularinin histopatolojik incelemesinde, hem interstis-
yel bag dokusu alanlarinda hem de renal korpuskille-
rin glomertllerinde belirgin hemoraji gdzlendi. Ayrica
10 Gy radyasyon grubunda, kontrol grubu ile karsi-
lastirildiginda, bu bulgulara ilaveten tibdl hicrelerin-
de de belirgin hasar mevcuttu (Sekil 2). Deney grup-
larina ait bdbrek dokulari histopatolojik olarak deger-
lendirildiginde, kontrol grubuna gére radyasyon uygu-
lanan gruplarda radyasyon derecesine bagli olarak
hasarin anlamh derecede arttigi gézlendi (P<0.001)
(Tablo 1).

Tablo 1. Deneklere ait karaciger ve bdbrek dokularinda histopatoloji ve fibrozis skor sonuglari

Kontrol 1Gy 5Gy 10Gy P

Karaciger 0.20+0.42° 1.00+0.781° 2.00+0.47° 2.20+0.63° .001
histopatolojisi

Bobrek 0.30+0.48° 1.10£0.73° 1.80+0.63* 2.40+0.69° .001
histopatolojisi

Karaciger 0.10+0.31° 0.50+0.52% 1.00£0.81° 2.00+0.81° .001
fibrozis

Bobrek 0.20+0.42° 0.90+0.73% 1.70+0.82"° 2.10+0.87° .001
fibrozis

Veriler ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamli olarak kabul edilmistir. Ayni satirda yer
alan ayni harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkh harfler gruplar arasindaki farklihgi ifade etmektedir.

g6zlendi. Radyasyon uygulanan gruplarda ise portal
alan cevresinde kollagen liflerin, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda radyasyon dozuna bagh olarak art-
mis oldugu goruldu (Sekil 1). Fibrozis 5 Gy ve 10 Gy
radyasyon uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlaml  derecede yuUksekti
(P<0.001) (Tablo 1).

PAS ile boyanan kesitlerde kontrol grubuna ait kara-
ciger parankiminde yogun glikojen iceren hepatosit
kordonlari gézlendi. Radyasyon uygulanan gruplarda
ise, hepatositlerin glikojen igeriginde tilkenme oldugu
dikkati cekti. Ozellikle 5 Gy ve 10 Gy radyasyon uy-
gulanan gruplarda kontrol grubuna goére hepatositle-
rin glikojen igeriklerinde anlamli bir azalma oldugu
dikkati gekti (Sekil 1).

14

Fibrozisi degerlendirmek icin, deney gruplarina ait
masson trikrom boyama metodu uygulanan bobrek
kesitlerinde, kontrol grubunda belirgin bir boyanma
g6zlenmezken IR uygulanan deney gruplarinda art-
mis fibrozis dikkati ¢ekti (Sekil 2). 5 Gy ve 10 Gy IR
uygulanan gruplara ait bébrek dokularinda interstisyel
alanlarda masson trikrom ile boyanmis kollajen liflerin
miktari  anlamh  derecede artmisti (P<0.001)
(Tablo 1).

Bobrek dokusunda tibdllerin mikrovillus yapilari ve
bazal membrandaki hasari gérebilmek igin, PAS bo-
yama metodu uygulanmigtir. Kontrol grubuna ait si-
¢anlardan alinan bdbrek dokularinda tubdl epitel hiic-
releri ve bazal membran yapilar olduk¢a dlzgun
gérinuimdeydi. IR wuygulanan gruplarda, &zellikle
proksimal tlbdil epitel hiicrelerinde belirgin mikrovillus
kaybl ve bowman kapstullpariyetal yapragi ile tubul
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Sekil 2. Kontrol grubunda ve farkli dozlarda tim vi-
cut Y 1sinlamasi uygulanan siganlarin bobrek dokula-
rinda x40’lik biyitmede Hematoksilen-Eozin (HE),
Masson Trikrom (MT) ve Periyodik asit Schifft (PAS)
boyamasi ile boyanmis kesit gorintileri. H&E, MT
ve PAS boyamasi. Yildiz (*) nekrotik alanlari, ince ok
(—) hemorajiyi, kalin ok (=) ise fibrozisi gdstermek-
tedir

yapilarinin bazal membranlarinda kalinlasma dikkati
cekmistir. PAS boyama metodu uyguladigimiz IR
gruplarinda gézlenen bu bulgular 6zellikle 5 ve 10 Gy
radyasyon uygulanan deney grubunda daha belirgin-
di (Sekil 2).

immunohistokimyasal bulgular

Calismada, IR’nin karaciger ve bobrekte olusturdugu
hasarda apopitozun herhangi bir roliintin olup olmadi-
gini belirlemek icin immunohistokimya boyama meto-
du kullanildi (Sekil 3).

Kaspa:

e BGY  Priiad fded 110Gy e

Sekil 3. Kontrol ve farkli dozlarda tim vicut Y isinla-
masi uygulanan gruplarin karaciger ve bodbrek doku-
larinin immunohistokimyasal olarak kaspaz-3 ile bo-
yanmis kesit goruntileri (x40)

Buna gdére, tim deney gruplarina ait deneklerden
alinan karaciger ve bobrek kesitlerinde X40’lik buyut-
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mede her denekten 10 farkl alan olacak sekilde kas-
paz-3+ hucre sayisi hesaplandi. Elde edilen istatistik-
sel veriler, IR’'nin hem karaciger hem de bobrek doku-
lar1 Uzerinde apopitozu arttirici etkiye sahip oldugunu
gosterdi. Kontrol grubu karaciger hicrelerindeki kas-
paz-3 ekspresyonu IR uygulanan gruplara gére an-
lamli derecede daha azdi (P<0.001) (Tablo 2).

Tartisma ve Sonug

RT bir¢cok malignite icin dnemli bir tedavi yontemidir;
bununla birlikte, timaér hiicrelerine bitisik olan normal
dokularin isinlanmaya maruz kalmasi doku hasarina
neden olabilir ve bu istenmeyen etki terapétik basari-
yi sinirlayabilir (Prasanna ve ark., 2012). IR, lipid
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA zincir
kiriklari gibi biyokimyasal degisikliklere ve makromo-
lekil modifikasyonlarina yol acan hucredeki cesitli
bilesenlere saldirarak DNA hasari, genomik kararsiz-
lik gibi cesitli degisiklikleri tesvik ederek doku hasari-
nin olusmasina neden olur (Fuchs-Tarlovsky ve ark.,
2013). Karaciger hucreleri olan hepatositler, organin
metabolik fonksiyonlarinin gogunu yerine getiren ve
karaciger populasyonunun yaklasik %80'ini olusturan
baslica parankimal hucrelerdir. Bununla birlikte, rad-
yasyona maruz kalmanin ardindan karaciger doku-
sunda olusan toksisite, ROS'ta ve hepatik hiicrelerin
islev gdrememesine neden olan inflamatuar belirteg-
lerin seviyesindeki artis gibi ¢esitli patolojik degisiklik-
lere neden olur (Benson ve ark., 2016).

RT'deki teknik gelismelerin devam etmesine ragmen,
saglikh dokudaki radyasyonun hem akut hem de ge-
cikmis yan etkileri kanser tedavisinin 6nindeki en
onemli engellerden biri olmaya devam etmektedir
(Okunieff ve ark., 2008). Kemirgenler, deneysel mo-
deller olarak, insanlara anatomik, fizyolojik ve genetik
benzerliklerinden dolayi birgok avantaja sahiptir. Rat-
lar, radyasyona bagh karaciger yaralanmalarinda en
cok kullanilan hayvanlardir. Wistar sicanlari ile yapi-
lan bir calismada tek doz 6 Gy toplam viicut i1ginla-
masina maruz birakildiginda, lipid peroksidasyonu ve
oksidatif stres karacigerde onemli dlgide artmis ve
malondialdehit seviyelerinin de arttigi gortlmustir
(Taysi ve ark., 2003). Karaciger radyasyon hasari
histolojik olarak parankimal hepatosit kaybi, lobuler
yapidaki bozulma, vendz obstriiksiyon ve yorgunluk,
asit ve yuksek karaciger enzimleri gibi klinik semp-
tomlarin eglik ettigi sintzoidal konjesyonlar ile karak-
terizedir (Kim ve Jung, 2017). 6 Gy y-isinlarina maruz
kalan sicanlar ALT, AST, ALP ve anti-inflamatuar
belirteglerin (TNF-a ve IL-1B8) serum aktivitelerinde

Tablo 2. Deneklere ait karaciger ve bobrek dokularinda kaspaz-3 + apopitotik hlicre sayilarinin kargilastiriimasi

Kaspaz-3 Kontrol 1Gy 5Gy 10Gy P
Karaciger 1.13+1.35° 4.80+4.07%° 8.93+4 46° 15.80+7.86° .001
Bobrek 1.06+1.03% 13.73+5.95° 12.66+4.25° 26.53+6.70° .001

Veriler ortalama * standart sapma olarak ifade edilmistir. p< 0.05 Anlamli olarak kabul edilmistir. Ayni satirda
yer alan ayni harfler gruplar arasindaki benzerligi, farkli harfler gruplar arasindaki farkliligi ifade etmektedir.
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artis gostermis ve histopatolojik inceleme ile gosteril-
diginde hepatik mimarinin degismesine neden olmusg-
tur (Mansour ve ark., 2017). Birinci ve yedinci giinle-
rinde 30 dakika sire ile Kobalt 60-Y (1,333 MeV) isini
ile 10 Gy dozunda radyasyona maruz birakilan fare-
lerin karacigerinde prolifere olan hepatosit sayisinda
azalmaya ve cift ¢cekirdekli hepatosit sayisinda artisa
neden oldugu goériimastir (Karahan ve ark.,
2008).Tek doz 6 GY radyasyona maruz kalan sigan-
larin 48 saat sonra sakrifiye edilen karaciger dokulari
hicbir histopatolojik degisiklik goérilmeyen kontrol
grubu ile kiyaslandiginda fokal dejenerasyon alanlart,
tikall ve geniglemis sintizoidler gorilmustur (Salem
ve ark., 2016). 7.2 Gy'lik tek bir dozda tim vicut
60Co y radyasyonuna maruz kalan insan disi primat-
larda 60 guinlik sire igerisinde bdbrek ve karacigerde
dokularinda gugli metabolik degisiklikler gorulurken
diger dokularda hafif degisiklikler gézlenmistir
(Cheema ve ark., 2019). Calismamizda ise farkli doz-
larda (1Gy, 5Gy ve 10 Gy) radyasyon uygulamasin-
dan 24 saat sonra sakrifiye edilen karaciger dokulari
kontrol grubu ile kiyaslandiginda vaskiler ve inters-
tisyel hemoraji alanlari olmak Uzere ¢esitli hiucresel
hasarlar gézlenmis olup hasar dereceleri radyasyon
dozu ile dogru orantiliydi. 5 Gy radyasyon uygulanan
gruplarda yogun vaskdler sinuzoidal hemoraiji ile bir-
likte, eritrositlerin sikisarak sinuzoidleri doldurmus
oldugu goézlenirken 10 Gy radyasyon uygulanan grup-
larda ise yodun nekrotik hlcreler ve vena sentra-
lis'ten 1sinsal tarzda uzanan sinuslerde belirgin genis-
lemeler oldugu gorilmuastir. Ayrica, IR uygulanan
gruplarda, radyasyon dozuna paralel olacak sekilde
fibrozis arttidi ve hepatositlerde glikojen igeriginde
tikenme oldugu dikkati cekmistir. Bu ¢calismada, lite-
ratlirdeki caligmalardan farkli olarak ile farkli dozlarda
tek doz uygulanan tim vicut 1sinlamasindan 24 saat
sonra bile sakrifiye edilen karaciger ve bébrek doku-
larda hasar meydana geldigi g6zlenmis oldu.

Bobrek, vicudun detoksifikasyon, toksik metabolitle-
rin ve ilaglarin atilmasi gibi birkac temel iglevi yapma-
sl igin gerekli olan dnemli bir organdir. Karin maligni-
tesi olan hastalarda, bébrek isinlamasi kaginiimazdir
(Ismail ve ark., 2016). Tedavi surecinde, disik doza
ragmen radyosensitif organlarda gelisen duyarllik da
dikkate alinmalidir. Bu organlar arasinda en 6nemli
unsur bobrek dokusudur. Bu dokudaki patolojik degi-
siklikler, dozaj dislk olsa bile hemen baslar (Caloglu
ve ark., 2009). Radyasyon nefropatisi perflizyon bo-
zuklugunu, artmisg damar gegirgenligini ve inflamatuar
reaksiyonlari icerir, bu durum hayati tehdit edici olabi-
lir (Cohen ve Robbins, 2003). Yuksek dozda 20 Gy
iIsinlamanin boébrek hasarina neden olabilecegini
bildirmistir (Kucuktulu, 2012). Bir baska calismada
disiik dozda (4-5 Gy) i1sinlamanin dahi énemli bob-
rek hasarina neden olabilecegi gosterilmistir (Moulder
ve Cohen, 2005). Radyasyona bagli nefropatinin his-
topatolojik olarak incelendidi arastirmalarda, glome-
rullerde, kan damarlarinda, tibul epitel hicrelerinde
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ve interstisyumda hasara neden oldugu gosterilmistir
(Cohen ve Robbins, 2003). Calismamizda IR uygula-
nan bdbrek dokularinda hem tibullerde ve hem de
interstisyel dokuda dedgisikliklere neden oldugunu
belirledik. Ozellikle 5 ve 10 Gy radyasyona maruz
kalan bobrek dokularinda, belirgin hemoraji, glome-
rullerde ve tubdl hicrelerinde hasar mevcuttu. Calig-
mamizda, farkli dozlarda IR'ye maruz kalan bobrek
dokularinda kontrole goére artmis fibrozis gézlendi.
Ozellikle 5 Gy ve 10 Gy IR uygulanan gruplara ait
bdbrek dokularinda interstisyel alanlarda kollajen
liflerin miktar artmisti. Ayrica, PAS boyama metodu
ile boyanan boébrek kesitlerinde IR uyguladiimiz
gruplarda proksimal tubul epitel hicrelerinde belirgin
mikrovillus kaybi ve bazal membranlarinda kalinlag-
ma dikkati ¢ekti.

Radyasyonun, hiicre 6limi ve kemirgenlerde fibrotik
degisikliklerle karakterize karaciger hasarina neden
oldugu bilinmektedir (Kim ve Yung, 2017). Hicreler
IR’'ye maruz kaldiktan sonraki ana hiicre 6limi form-
larindan biri olan apopitotik hiicre élimune yol acar
(Verheij ve Bartelink, 2000). Kaspazlar, substratlarini
aspartat tortusunda pargalayan, hiicrede apopitoz ve
iltihaplanmada 6nemli rol oynayan bir sistein proteaz
ailesidir (Martinon ve ark., 2004). ilging bir sekilde,
yiksek dozlarda (4Gy veya 8Gy) akut olarak isinla-
nan fareler, inflamasyonla ilgili proteinlerin ekspres-
yonunda kalici degisiklikler gosterirken, uzun vadeli
radyasyonla toplam 8Gy dozu, apopitozla iliskili pro-
teinlerin ekspresyonunda degisikligine neden oldugu
gOrulmustir (Nakajima ve ark., 2017). 10 Gy radyas-
yona maruz kalan karaciger dokusunda Western blot
analizi ile kaspaz-3 ekspresyonu degerlendirildiginde
tipki bizim ¢alismamizdaki gibi iyonize radyasyondan
sonra 1. gunde bile bir artis oldugu gézlenmistir (Han
ve ark., 2019). Calismamizda IR’ye maruz kalan hem
karaciger hem de bobrek dokularinda kontrole goére
kaspaz-3 pozitif hiicre sayisi arttigi ve en fazla kas-
paz-3 pozitif hiicre sayisi 10 Gy IR grubunda goril-
mistir. Bu da bize radyasyon dozuna bagh olarak
radyosensitif olan karaciger ve bdbrek dokularinda
hicre 8liminun tetiklendigini gdsterdi.

Dokularin radyasyona karsi olusturduklari hucresel
cevaplar farklilik géstermektedir. Ginimiizde radyas-
yon igeren uygulamalarin sikhgi, kullanilan dozlar ve
buna bagli doku hasarlar gérilme olasiligi giderek
artmaktadir. RT uygulanan pek ¢ok onkolojik vakada,
RT alanina karaciger ve bdbreklerin girmesi, bu or-
ganlar uzerinde olumsuz etki olusturabilmektedir.
IR’'nin organizma Uzerindeki etkileri birgok faktore
bagli olup genis bir gercevede incelenebilir. Bu galis-
madaki amacimiz farkl dozlardaki IR'nin karaciger ve
bobrek dokusunda hiicreler lizerinde yaptigi etkileri
degerlendirmekti. Sonuglarimiza gére, hastaya uygu-
lanacak radyasyon dozunun mimkin oldugunca az
tutulmasina ragmen hastada radyasyon hasari olus-
turma olasiligi bulunmaktadir. Bu nedenle asil uygu-
lama alani diginda birakilmasi mimkin olmayan bu
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organlari korumaya yonelik farkli yaklagimlara ihtiyag
vardir.
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