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BEYAN

Bu tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik
kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez calismasi ile elde edilmemis biitlin bilgi ve yorumlara
kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin ¢alisilmast
ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigi beyan

ederim.

Burcu Yeliz KOLLAYAN



TESEKKUR

Doktora hayatim boyunca kiymetli bilgi birikimini esirgemeyen, Ogretme isteginin heyecanini
derinden yasayarak bana da asiladigina inandigim, akademik gelisimime ve hayat goriisiime iist diizey

bir vizyon katan ¢ok degerli danisman hocam sayin Prof. Dr. Sebnem ERCALIK YALCINKAYA ya,

Tez siirecim boyunca ¢ok sey 6grendigim, kibarlig1 ve 6gretme arzusundan hi¢ 6diin vermeyen, zebra
balig1 labaratuvarindaki degerli ekibiyle beni tanigtirarak birbirinden keyifli giinler gecirmeme imkan

saglayan ¢ok kiymetli hocam sayin Prof. Dr. Ebru Isik ALTURFAN’a,

Doktora siirecim boyunca bilgi ve tecriibelerini teorik ve pratik her konuda paylasmaktan ¢cekinmeyen
M.U. Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dal1 tiim &gretim iiyesi

hocalarima ve birlikte mesai harcadigimiz ¢alisma arkadaglarima,

Dozimetre temininde yardimlarini esirgemeyen ve ¢alismalarimiza titizlikle yaklagmamiza katkist olan

kiymetli Dr: Hiiseyin GUNDUZ’e

Doktora egitimim siiresince berebar ¢alisma firsatin1 kendime sans olarak gordiigiim, iyi niyetinden

hig siiphe etmedigim canim arkadasim Hakan YULEK e,

Uzun caligma saatlerini beraber gogiisledigimiz ve bu miicadelede yalniz olmadigimi hissettiren

sevgili dostlarim Cansu Merve KARALTI'ya ve Ayse Giilnihal ISLAMOGLU na,

Birlikte calismaktan ¢ok keyif aldigim ve derdimi ¢ektikleri i¢in minnettar oldugum ¢ok degerli Dr:
Ogr. Uyesi Derya CANSIZ, Merih BELER, Ismail UNAL, Semanur ISIKOGLU na,

Kosulsuz sevgileriyle desteklerini hep lizerimde hissettigim canim annem Ayse EVRAN’a, canim
babam Hiiseyin EVRAN’a, doktora hayatimda da her zaman is birlikgim canim ablam Figen
GUNGORENe,

Sevgisini kelimelerinden ¢ok duygulartyla hissettiren, yasadigim tiim zorlu siireclerde yanibagimda
oldugunu gosteren, giilimsememi kocaman hale getiren ve her seferinde ‘iyi ki’ dedirterek sevgisini

anlatabildiklerimden ¢ok hissettigim sevgili esim Aziz KOLLAYANa,

Beni uzaklardan her zaman izledigine inandigim, yiiregimde sevgisinin hicbir zaman azalmayacagini
bildigim patili dostum ‘Melek’ Kahraman’a ve onun istiine ekleyerek daha ¢ok baglandigim giizel

kizim spiritiiel patili dostum Duman’a tesekkiirlerimi sunmaktan biiyiik onur duyarim.

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Bagkanlhigi tarafindan “Diigiik
Doz Iyonize Radyasyonun Zebra Baligi Embriyolarimin Gelisimi Uzerine Etkileri’ baslikli ve TDH-
2023-10986 numarali proje ile desteklenmistir.
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bdnf: Brain-derived neurotrophic factor geni
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DNA: Deoksiriboniikleik asit
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Gy: Gray
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K : Kontrol grubu
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LET: Lineer enerji transferi
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MA: Molekiil agirlig
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mg : Miligram

mQGy: Miligray

MgS0O4: Magnezyum stilfat

mL : Mililitre

mSv: milisievert

Na,COj3: Sodyum karbonat

Na,HPOy4: Sodyum dihidrojen fosfat

NaCl: Sodyum kloriir

NO : Nitrik oksit

OSB: Otizm spektrum bozuklugu

RNA: Riboniikleik asit

RT-PCR : Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
shank3a : SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3a geni
s: saniye

SOD : Siiperoksit dismutaz

Sv: Sievert

ZnS0O4: Cinko siilfat

a: Alfa

[: Beta

ul : Mikrolitre

uSv: mikrosievert

IAEA: International Atomic Energy Agency

ICRP: International Comission on Radiological Protection

USNRC: United States Nuclear Regulatory Commission
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1. OZET

Tezin Bashgi: Diisiik doz iyonize radyasyonun zebra baligi embriyolarinin gelisimi {izerine
etkileri

Ogrenci Adi: Burcu Yeliz KOLLAYAN

Danisman Adi: Prof. Dr. Sebnem ERCALIK YALCINKAYA

Programin Adi: Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Doktora Programi

Amag: Bu calismada dis hekimligi radyolojisinde tan1 amaciyla kullanilan diisiik doz iyonize
radyasyon maruziyetinin zebra baligi embriyolarindaki gelisime, nérogeneze ve otizm
spektrum bozukluguna (OSB) etkilerinin biyokimyasal ve molekiiler diizeyde arastirilmasi
amagclanmustir.

Gerec¢ ve yontem: Fertilizasyon sonrasi, zebra balig1 embriyolar1 kontrol(i1sinlanmayan), 0,08,
0,15s ve 0,30s siirelerde dental rontgen cihazindan x-is1n1 uygulanmak {izere dort gruba
ayrilmistir. Doz dlgiimiinde optik luminesens (OSL) dozimetreler (Epsilon Landauer, Istanbul,
Tiirkiye) kullanilmistir. Embriyolarin 24., 48. ve 72. saatteki 6liim-kalim ve koryondan ¢ikis
analizleri yapilmis, oksidan-antioksidan parametreler ile apoptotik siirecler biyokimyasal
olarak degerlendirilmistir. Gorlilen malformasyonlar kayit altina alinmis ve lokomotor aktivite
testleri degerlendirilmistir. Embriyonlarin gelisiminin yanm1 sira RT-PCR ile OSB ve
norogenez ile ilgili se¢gilen gen aktivitelerinin ekspresyonlar1 incelenmistir.

Bulgular: X-151n1 maruziyet gruplarinda pigmentasyon kaybi, perikardiyal 6dem, yolk sak
O6demi ve skolyoz goriilmiistiir. Zebra balig1 embriyolarina 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s siirelerde
uygulanan x-isininin OSL dozimetrede absorbe edilen viicut dozu degerleri sirasiyla 7,17,
23,17 ve 63,83 mSv olarak ol¢iilmiistiir. Tlim maruziyet gruplarinda kontrol grubuna oranla
lokomotor aktivitede azalma, lipit peroksidasyonda, glutatyon-s-transferaz aktivitesinde,
nitrik oksit seviyesinde artma ve siiperoksit dismutaz, AChE aktivitesinde azalma
goriilmustir. Katalaz aktivitelerinde kontrol grubuna goére maruziyet gruplarinda azalma,
maruziyet siiresi arttik¢a katalaz aktivitelerinde artis gériilmiistiir. Maruziyet gruplarinda bax,
bcl2a, p53, eif4eb aktivitelerinde artis, syn2a, neruogl, elavi3, shank3a, ads! gen ifadelerinde
azalma gorilmiistiir.

Sonug: Diisiik doz iyonize radyasyon uygulanan gruplarinin tiimiinde oksidan ve antioksidan
sistemde olumsuz etkiler, apoptoz-antiapoptoz siirecinde bozulmalar ve malformasyonlar
yaninda OSB ve norogenez ile ilgili gen ifadelerinde degisiklikler goriilmiis ve bu etkiler en
belirgin 0,30 saniye grubunda gdzlenmistir. Caligmanin bulgular1 iyonize radyasyonun diisiik
dozlariyla otizm arasindaki iliskiye daha yakindan bakilmasi gerektigini gostermistir.

Anahtar kelimeler: Radyasyon, zebra baligi, embriyo, gelisim, nérogenez, OSB.



2. SUMMARY

Title of Thesis: Effects of low-dose ionizing radiation on the development of zebrafish
embryos

Student Name, Surname: Burcu Yeliz KOLLAYAN

Supervisor Name: Prof. Dr. Sebnem ERCALIK YALCINKAYA

Program Name: Oral and Maxillofacial Radiology PhD Program

Objective: The aim of this study was to investigate the effects of exposure to low dose of
ionising radiation exposure to development, neurogenesis and autism spectrum disorder
(ASD) at molecular and biochemical levels.

Material and methods: After fertilisation, zebrafish embryos were divided into four groups
and exposed using a dental x-ray unit: control (no exposure), 0.08, 0.15 and 0.30 seconds,
representing exemplary exposure settings for periapical imaging. For dose measurements in
each group, OSL dosimeters (Epsilon Landauer, Istanbul, Turkey) were used. Mortality rate,
hatching rate and markers of oxidative stress were assessed at 24, 48 and 72 hours post-
exposure. Malformations and locomotor activity were also recorded. Expression of selected
gene activities related to embryonic development, neurogenesis and ASD were assessed by
RT-PCR.

Results: Loss of pigmentation, pericardial oedema, yolk sac oedema, and scoliosis were
observed in the x-ray exposure groups compared with the control group. Decreased locomotor
activity, lipid peroxidation, glutathione-S-transferase activity, increased nitric oxide levels,
and decreased superoxide dismutase, AChE activity were observed in all exposure groups.
Exposure times of 0.08 s, 0.15 s, and 0.30 s were measured as 7.17, 23.17, and 63.83 mSy,
respectively, using optical stimulated luminescence (OSL) dosimeters. Compared with the
control group, catalase activity decreased in the exposure groups. Catalase activity increased
with increasing exposure time. Exposure groups showed increased activity of bax, bcl2a, p53,
eif4eb decreased expression of syn2a, neurogl, elavi3, shank3a and adsl genes.

Conclusion: Adverse effects on the oxidative and antioxidant systems, malformations and
disturbances in the apoptosis-antiapoptotic process, and changes in gene expression associated
with autism and neurogenesis were observed in all groups of embryos exposed to radiation.
These effects were more pronounced in the 0.30-second exposure groups. On the basis of
these findings, it has been suggested that the associations between ASD and low doses of
ionising radiation need to be looked at more closely.

Keywords: Radiation, zebrafish embryo, development, neurogenesis, ASD.



3.GIRIS VE AMAC

Dis hekimligi radyolojisinde diisiik doz iyonize radyasyon grubunda yer alan x-1sinlari
tan1 amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Yasam boyu tanisal diisiik dozda radyasyona
maruziyet halk sagligi acisindan 6nemli bir tehdit unsuru tastyabilmektedir (Cervantes &
Hong, 2016). Tek bir periapikal radyografinin ortalama dozu 1-3 pSv olarak bildirilmistir
(Aps, 2013). Dental rontgen cihazlarinda fetal dozun ise 0,09- 7,97 uSv oldugu tahmin
edilmektedir (IAEA, 2023). Maksimum miisaade dozu ise 1 mSv olarak kabul
edilmektedir (ICRP, 2007). Dis hekimliginde kullanilan radyasyonun dozu dijital

goriintliileme tekniklerinin gelismesi ile 6nemli 6l¢iide azalmistir.

Iyonize radyasyonun hiicreler ve dokular tarafindan abzorbe edilmesi ile birtakim
biyolojik etkiler meydana gelmektedir. Bu etkiler 6nemli morfolojik varyasyonlar,
kardiyolojik ve norolojik gelisimde bozukluklar ile ¢esitli hastaliklarin  gen
ekspresyonunda olusan farkliliklar olarak sayilabilir (Freeman ve ark., 2014). Mitotik
aktivitesi yliksek hiicreler radyasyona karsit daha hassas hiicrelerdir. Kisa ve uzun vadeli
etkiler, embriyonal donemde meydana gelen DNA hasari ve hiicre apoptozundan
kaynaklanabilmektedir. Organogenez ve Ozellikle erken fetal donemde embriyogenez
embriyo i¢in radyasyona en duyali donemlerdir (Williams & Fletcher, 2010). Bu donemde
olusan DNA hasarinin, serbest radikal olusumu ve meydana gelen apoptoz
mekanizmasindaki bozulmalarin yetiskin donemde olusan kanser belirtecleri ile iliskili
olabilecegi bildirilmistir (Si ve ark., 2013). Embriyolojik donemde merkezi sinir
sisteminin gelisimi sirasinda noral oncii hiicreler olgun ndronlara farklilagsmakta ve bu
olay norogenez olarak adlandirilmaktadir. Norogenez siireci eksternal ve internal

faktorlerden etkilenebilmektedir.

Literatiirde dis hekimliginde tan1 amaciyla kullanilan diisiik doz iyonize radyasyonun
embriyolojik donemde morfolojik ve norolojik gelisimi iizerine yapilan detayli bir
arastirmaya rastlanmamistir. Bu nedenle bu tez calismasinda model organizma olarak
kullanilan zebra baligi embriyolarinda diisiik doz iyonize radyasyonun embriyogenez

stirecine etkilerinin degerlendirilmesi amag¢lanmistir.



4.GENEL BIiLGILER

4.1. Radyasyon

Radyasyon, uzay boslugunda ya da bulundugumuz ortamda atomdan ya da molekiiler
kaynaklardan olusan enerjinin dalgalar veya parcaciklar halinde yayilmasi olarak
isimlendirilmektedir (Weisstein, 2007). Belli bir kiitleye ve enerjiye sahip parcaciklarin hizla
hareket ederek ortaya c¢ikardiklari parcacik seklinde yayillma pargacik radyasyonu olarak
adlandirilmaktadir. Kiitlesi olmayan belli bir enerjiye sahip fotonlarin dalgalar halinde
yayllmasina da elektromanyetik radyasyon adi verilmektedir (USNRC, 2023). Bu radyasyon
tiplerinin madde {izerindeki etkileri iyonlastirict ve iyonlastirict olmayan radyasyon olarak

siniflandirilmaktadir (UNEP, 2016).
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Sekil 1: Radyasyonun siniflandirilmasi

Radyasyon gruplandirilirken ii¢ farkli ana parametreye ayrilmis ve bu parametreler kendi

igerisinde farkli dallarda incelenmistir (UNSCEAR, 2008)

1. Radyasyonun enerjisine gore (diisiik-yliksek)
2. Radyasyon kaynagina gore (dogal-yapay)

3. Radyasyonun tiiriine gore (iyonize-non iyonize)



4.1.1. Radyasyonun enerjisine gore siniflandirilmasi

Bu smiflandirmaya gore radyasyon diisiik ve yliksek enerjili olmak tizere iki grupta incelenir.
Yiiksek enerjili radyasyon iyonize radyasyon olarak tanimlanirken, diisiik enerjili radyasyon

non-iyonize radyasyon olarak tanimlanmaktadir (UNSCEAR, 2008).
4.1.2. Radyasyon kaynagina gore siniflandirilmasi

Radyasyon kaynagina gore dogal ve yapay olmak iizere iki grupta incelenmektedir
(TENMAK, 2023). Radyasyona maruz kalmanin %80 oraninda nedeni dogal kaynaklar olup,
yapay kaynaklar maruziyetin sadece %20’lik kismin1 olugturmaktadir. Yapay kaynaklar olarak
bahsedilen radyasyon kaynaklarinin bircogunu tipta tam1 ve tedavi amachi kullanilan

radyasyon olusturmaktadir (UNEP, 2016).
4.1.3. Radyasyonun tiiriine gore simiflandirilmasi

Tiirline gore radyasyon tipleri iyonize ve non-iyonize radyasyon olarak iki ayri grupta

incelenebilmektedir.

4.1.3.1. Non-iyonize radyasyon
Bu radyasyon tiirii bir gii¢ kaynagi tarafindan iiretilen ve belli bir dalga boyuna sahip olan,
elektromanyetik dalgalar halinde hareket edebilen radyasyon tipidir. Bir atom veya molekiilii
uyarmak igin yeterli enerjiye sahip degildir. Ornek olarak radyo dalgalari, kizilétesi,
mikrodalgalar verilebilir. Uzun dalga boyu ve diisiik foton enerjisine sahiptirler.
4.1.3.2. Tyonize radyasyon
Bu radyasyon tiirli non-iyonize radyasyonun aksine kisa dalga boyu ve yliksek foton
enerjisine sahiptir. Atomlardan elektron koparabilecek seviyede yiiksek enerjiye sahip iyonize
radyasyon tiirii X ve y 1sinlar1 orek verilebilir.
4.1.3.2.1. X ismlan
1895 yilinda Wilhelm Condrad Roentgen’in kesfiyle ortaya ¢ikan 1sin demeti x-151n1 olarak
isimlendirilmistir. Insan gdziiniin spektral hassasiyetiyle goriilmesi miimkiin olmayan x-
1sinlari, katot 1smlarmin gorlinlir bir cisme carpmasiyla meydana gelmektedir. Bu 1sinlarin
onemli 6zelligi kisa dolgu boyu ve yiiksek enerjiye sahip olmasidir.
X-1s1nlart;

v" Dalga boyu farkl olan 1ginlardan meydana gelen heterojen 151n demetidir.

v" Elektromanyetik dalgalar halinde diiz bir istikamette ilerleyerek yayilirlar.

v Havadaki hizlar1 300000 km/s olup 151k hiziyla yayilmaktadirlar.



v Yiiksliz olmalar1 nedeniyle manyetik alanda herhangi bir yone sapmadan yoluna
devam etmektedirler.

v’ Yiiksek penetrasyon ozellikleri sayesinde goriiniir 1518in gegemedigi yerlerden
gecerler.

v' Fotografik  Ozellikleri olmasi  sebebiyle  materyaller iizerinde  goriintii
olusturabilmektedirler.

v Kimyasal 6zellikleri nedeniyle sivilarda dolayisiyla hiicre ve organizmalarda bazi
kimyasal degisikliklere neden olabilir.

v Biyolojik etkilerinden dolay:1 canli organizmalarda zararli etkileri de bulunmaktadir.
Bu etkisinden faydalanarak kanserin tedavi edilmesinde radyoterapi ad1 verilen tedavi
yontemi gelistirilmistir.

v" Sahip olduklari floresans ozellikleriyle ranforsatorler tiretilmistir.

v" Carptiklar1 kati maddelerden sekonder radyasyonun sagilmasina sebep olmaktadirlar

(White & Pharoah, 2018).

X-1s1nlart uygulanan doza ve maruz kalma siiresine bagli olarak viicutta hiicresel ve doku
diizeyinde birtakim farkliliklar meydana getirmektedir. Cihazlarin dijitalize olmas1 ile
olusabilecek biyolojik hasarlar minimuma indirilmeye ¢alisilmstir. Tlgili birimdeki personelin
koruyucu kiyafetler giymesi ve zorunlu dozimetreleri tasimasi ve cihazlarin bulundugu

odalarin duvarlarinda kursun kaplama yapilmis olmasina dikkat edilmelidir (ICRP, 2007).

4.2. Tyonize Radyasyonun Canli Dokuda Olusturdugu Etki Evreleri

Iyonize radyasyonun canli organizmadaki etki asamalar1 3 ana baslikta incelenmektedir.
Fiziksel evre: Atom ve molekiillerde iyonize radyasyonun ilk etkilesim evresi olarak
bilinmektedir. Radyasyonun enerjisi dokuya aktarilarak dokuyu olusturan atom ve
molekiillerde iyonizasyon meydana gelmektedir. Gergeklesen uyarilma sonucu serbest
elektronlar meydana gelir ve bu serbest elektronlar komsu atom ve molekiillerde de
iyonizasyon gerceklesmesine sebep olur. Bu sekilde meydana gelen reaksiyonlar zincirleme
bir sekilde devam etmektedirler. Zincirleme reaksiyonlar sonucu meydana gelen kararsiz
iirlinler radyasyonun diger evresinin olugsmasina sebep olmaktadirlar.

Kimyasal evre: Meydana gelen kararsiz iriinlerin olusturdugu evredir. Olusan serbest
radikaller bu evrede hem kendi i¢lerinde hem de diger atom ve molekiillerle reaksiyona girme
egilimindedirler. Serbest radikaller aracilifiyla olusan reaksiyonlar radyasyonun dokular
tarafindan emilmesinin ardindan kisa siire igerisinde meydana gelir.

Biyolojik evre: Radyasyonun biyolojik etkilerinin goriildiigli son evredir. Bu evrede

enzimatik reaksiyonlar meydana gelir ve bu reaksiyonlar sonucu hiicre c¢ekirdegi ve
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sitoplazmada morfolojik degisiklikler, yani1 sira mitoz hizinda farklilasma ve hiicreler arasi
sinyal iletiminde bozukluklarin meydana gelmektedir. Reaksiyonlar sonucu DNA’da
onarilamayacak hasarlarin olusumu hiicre 6liimiine neden olmaktadir (Hall & Giaccia, 2006).
4.3. Iyonize Radyasyonun Etki Mekanizmasi

Dokunun x-1s1nlarima maruz kalmasi sonucu fotonlar dokulardaki atomlarla etkilesime girerek
iyonizasyona ve molekiiler yapida degisiklikler meydana gelmesine sebep olur. Bu etkinin
olugmasi icin fotoelektrik etki veya compton sacilmasi ile elektronun yerinden sokiilmesi
gerekmektedir. Yerinden sokiilen elektron doku icindeki atomlarla etkilesime girerek direkt
veya indirekt etki olusmasina sebep olur.

4.3.1. Radyasyonun direkt etkisi

Bu etki radyasyonun direkt olarak hiicre icindeki kritik hedeflere ¢arpmasi sonucu hiicre
hasarimin meydana gelmesi olarak yorumlanabilir. Organizmanin kritik hedefleri DNA ya da
enzim makromolekiilleri olarak bilinmektedir. Bu etki yiiksek lineer enerji transferine (LET)
sahip olan pargacik radyasyonu tiplerinde (n6tron, o, ) siklikla goriilmektedir.

Yiikli parcacigin 1ginim yolundaki maddelere biraktigi enerji LET olarak tanimlanmaktadir.
Tanisal radyasyonda kullanilan x ve gama 1sinlar1 genellikle diisiik LET degerlerine sahiptir.
Diisiik LET degerinde katedilen 1sinin katettigi mesafenin daha uzun olmasi nedeniyle
organizmaya verdigi zarar yiiksek LET degerine sahip radyasyon tiplerine kiyasla daha azdur.
Diisiik LET degerlerinde meydana gelen tek zincir kirig1 ve nokta mutasyonu gibi hasarlarin
onarilma olasilig1 daha ytiksektir.

Niikleik asitlere etkisi DNA ipliklerinin kirilmasina, kopmasina, igerigindeki seker-fosfat
baglarinin zarar gérmesine neden olabilir. Bu hasar biyolojik degisimlere sebep olabilir veya
hiicre 6liimii ile sonuglanabilir (Steven ve ark., 1999).

Radyasyonun hiicreler ve organizmalar iizerinde meydana getirdigi biyolojik etkilerin
cogunlugu direkt etki nedeniyle meydana gelmektedir.

4.3.2. Radyasyonun indirekt etkisi

Radyasyon bu etki tipinde su molekiillerinden olduk¢a zengin olan sitoplazmayr hedef
almistir. Radyasyonun suya etkisi sonucu farkli molekiiller meydana gelir ve bu olay suyun
radyolizi olarak adlandirilmaktadir (White & Pharoah, 2018). Direkt etkiye oranla indirekt
etkinin goriilme siklig1 daha yliksektir (Bushong, 2012). Bunun nedeni olarak da viicudun
%73’linlin su olmast ve hedef molekiillerin etrafinin su molekiilleri ile ¢evrili olmasi
gosterilebilir (NRC, 2006).

Diagnostik radyolojide kullanilan x-151m1 fotonlarmin hiicrede bulunan su ile etkilesime

girmesi sonucu serbest radikaller olusmaktadir. Serbest radikaller yiiksek enerjiye sahiptirler



ve enerjilerini hedef molekiillere ulasarak aktarirlar. Enerji aktarimi sonucunda hedef
molekiillerde hasar meydana gelmektedir.

Suyun radyasyon etkisinde kalmast sonucu pozitif yiiklii bir iyon ve bir serbest elektron
olusur (H,O" ve ¢). Olusan serbest elektron su igerisinde baska bir su molekiilii tarafindan
yakalanana kadar serbest halde ilerlemektedir. Su molekiiliine rastlamasi sonucu birleserek
negatif yilikli bir su molekiilii meydana gelir (H,O") ve var olan pozitif ve negatif yiikli su
molekiilleri parcalanarak bir iyon ve serbest radikal olusumuna sebep olurlar
(H,0">H'+OH") (H,0 >H°+OH"). Bu reaksiyonlar neticesinde H,O, gibi toksik iiriinler
olusur. Olusan peroksit radikalleri ve hidrojen peroksit biyolojik molekiillerin degisimine ve
hiicre yikimina sebep olmaktadir. Ayrica suyun radyolizi sonucu olusan radikaller biyolojik
molekiiller ile reaksiyona girerek biyoradikallerin olusmasina neden olurlar. Olusan bu
radikaller hiicre hasarina, DNA, RNA ve enzim gibi makromolekiillerde bozulmalara yol
acmaktadir. Hiicre bdliinmesi isleyisinin yavaglamasi veya durmasi sonucu kanser olgularinin
olusmasi, hiicrenin anormal karakterler kazanarak transformasyonu ve bu durumda merkezi
sinir sisteminde igleyis bozukluklarina, norolojik hasarlar meydana gelmesine sebep
olmaktadir (White & Pharoah, 2018).

4.4. Serbest Radikaller

X-151m1 fotonlarmin viicutta bulunun su ile etkilesime girmesi sonucu olusan dis orbitallerinde
eslenmemis elektron tasiyan yiiksek enerjili atom veya molekiillere serbest radikaller ismi
verilmektedir (Bast ve ark., 1991; Nawar, 1996; Halliwell & Gutteridge, 2015). Bu radikaller
eslenmemis elektronlart nedeniyle kolaylikla diger atom veya molekiillerle reaksiyona
girerler. Kararli yapida bulunan atom veya molekiiller serbest radikal kadar ytiksek reaksiyona
girme egilimi gostermezler. Serbest radikallerden daha diisiik reaksiyona girme egilimi olan
kararli atom veya molekiillere de non-radikaller ismi verilmektedir (Valko ve ark., 2006;
Halliwell & Gutteridge, 2015). Serbest radikaller oksijen veya nitrojen kaynakli olabilir
(Tablo 1).

Tablo 1: Serbest radikaller

Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Radikaller Nonradikaller
Stiperoksit O, Hidrojen peroksit | H,O,
Hidroksil OH Hipokloroz asit HOCI
Peroksil ROO Hipobromoz asit | HOBr
Alkoksil RO Singlet oksijen '0,
Hidroperoksil HOy Ozon OF
Lipit peroksil LOO




Tablo 1: Serbest radikaller (devam)
Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Radikaller Nonradikaller
Nitrik oksit NO Nitrik asit H>0,
Nitrojen dioksit NOy Nitrosil katyonu HOCI

Nitroksil anyonu HOBr
Dinitrojen tetroksid 102
Dinitrojen tetroksid o,
Dinitrojen trioksid | O
Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Olusan serbest radikalleri viicutta kontrol altinda tutan ve biyolojik sistemler iizerinde

olusabilecek hasar1 azaltabilen antioksidan sistem mekanizmasi bulunmaktadir (Karabulut &
Giilay, 2016).

4.4.1. Serbest radikallerin viicutta meydana getirdigi hasarlar

Serbest radikallerin viicutta hiicre zariin lipitlerine, protein, karbonhidrat ve DNA’ya verdigi
zararlar g6z Oniinde bulunduruldugunda bu zararin boyutu bazi degiskenlere gore farklilik
gosterebilmektedir. Hiicrenin cinsine, maruz kalinan radyasyonun siddetine, siiresine bagl
olarak degismektedir (Freeman & Crapo, 1982).

4.4.1.1. Lipitler iizerine etkileri

Lipitler meydana gelen serbest radikallere karsi en hassas biyomolekiillerdir. Hiicre zarinda
bulunan kolesterolun, yag asitlerinin doymamis baglarinin serbest radikallerle reaksiyona
girmesi sonucu peroksit tirlinler ortaya ¢ikar. Peroksit iirlinler hiicre zarinin akiskanliginda,
hiicrenin yap1 ve fonksiyonunda bozulmaya sebep olmaktadir (Cheesman & Slater, 1993).
4.4.1.2. Proteinler iizerine etkileri

Doymamis bag ve kiikiirt iceren aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallere kars1 daha
hassastirlar. Hem proteini tasiyan hemoglobin de serbest radikallerden kolay etkilenir ve
serbest radikallerle reaksiyonu sonucu methemoglobin olusumuna sebep olabilmektedir (Van-
Der-Meulen ve ark., 1997). Ayrica aminoasit modifikasyonu nedeniyle proteinin yapisinda
bozulmalara da sebebiyet vermektedir (Erenel ve ark., 1992).

4.4.1.3. Karbonhidratlar iizerine etkileri

Glikozun oksidasyonu sonucu peroksit radikalleri ve okzoaldehitler olusur. Okzoaldehitler
DNA, RNA ve proteinlere baglanma, aralarinda ¢apraz bag olusturma yeteneklerinden dolay1
antimitotik etki gosterirler. Bu antimitotik etkiler yaslanma ve kanser olusumuna neden

olabilmektedir (Evelson ve ark., 1997)



4.4.1.4. DNA iizerine etkileri

Iyonize radyasyon nedeniyle olusan serbest radikallerin DNA’nin bir zinciri iizerinde hasara

sebep olmasi ile kontrol mekanizmasi devreye girer ve baz dizisine uygun zincirin hasarli

bolgesi yeniden sentez edilmektedir. Karsilikl1 zincirlerde hasar meydana gelirse hiicre bunu

diizeltemez ve hiicre 6liimii ya da kanserli hiicre olusumu ile sonuglanir (Cheesman & Slater,

1993).

4.5. Antioksidan Savunma Sistemleri

Hiicrede olusan serbest radikallerin meydana getirdigi oksidatif hasarin engellenmesi canlilar

icin biiylik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle canlida enzimatik ve non-enzimatik yapilardan

olusan antioksidan savunma sistemi mevcuttur (Cheesman & Slater, 1993; Uzal ve ark., 2004;

Valavanidis ve ark., 2006).

Antioksidanlarin viicutta onarici etkileri su sekilde siralanmuistir;

1. Serbest radikallerin lipit, karbonhidrat, protein gibi yapilarda olusturdugu hasar1 onarmak

2. Serbest radikal iiretimine sebep olan kimyasal reaksiyonlar1 durdurmak

3. Serbest oksijen radikalleri ile etkilesiminde hidrojen aktarilmasi sonucu etkinliklerini
azaltmak

4. Oksidanlar zayif bir molekiile doniistiirerek etkisini aza indirmek (Freeman ve ark., 1982;
Ames ve ark., 1993; Evelson ve ark., 1997; Van-Der-Meulen ve ark., 1997; Hermes-Lima
ve ark., 2001; Mruk ve ark., 2002; Valavanidis ve ark., 2006).

Serbest radikallerin etkilerine gore hidrofilik veya lipofilik yapida olan antioksidan sistemleri

mevcuttur. Hidrofilik yapida olanlar ekstraseliiler sivilarda rol alirken, lipofilik yapida olanlar

lipoproteinlerde gorev almaktadir (Blokhina ve ark., 2003).

Enzimatik antioksidan savunma sisteminde; Superoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT),

Glutatyon peroksidaz (GPO), Glutatyon-S-transferaz (GST) yer almaktadir.

Non-enzimatik antioksidan savunma sisteminde ise;

Lipit fazda; Alfa-tokoferol, Beta-karoten

Siv1 fazda; Askorbik asit, Urat, Sistein, Seruloplazmin, Transferin, Laktoferrin, Miyoglobin,

Hemoglobin, Ferritin, Albumin, Bilirubin, Glutatyon

Hem s1v1 hem de lipit fazda; Melatonin yer almaktadir.

4.6. Oksidan- Antioksidan Sistem Parametreleri

4.6.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit anyon radikallerine ve reaktif oksijen tiirlerine karsi calisan antioksidan

mekanizmadir. Serbest radikalleri substrat olarak kullanan ve siiperoksit radikallerini O, ve

H,0; molekiiliine transformasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Bu transformasyon, oksidatif
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stres nedeniyle gelisen hastaliklara kars1 savunmada 6nemli bir rol oynamaktadir (Aslankog

ve ark., 2019).

SOD tipleri;

1. Mangan igeren SOD: Mitokondride bulunan solunum zinciri ve oksijen radikalinin major
kaynagi olarak bilinmektedir. Bu SOD tipi siliperoksit radikallerini uzaklastiran primer
antioksidandir. Homo-tetramer yapidadir.

2. Bakir ve ¢inko i¢ceren SOD: Sitoplazmada ve dimerik yap1 bulunmaktadir.

3. Ekstraseliiler SOD: Interstisyel alanda ve plazmada var olan tetramerik yapidaki tipidir.

4. Nikel iceren SOD: Aminoasit kompozisyonu diger SOD’lardan farkli olan ve siyanid ile
inhibe edilebilen tipidir (Matez & Sanchez-Jimenez, 1999).

4.6.2. Lipit peroksidasyonu (LPO)

LPO, lipit-protein ve lipit-lipit baglarimin zarar gorerek hiicre zarinin biitiinliigliniin ve
akiskanliginin bozulmasidir. Hiicre zarinda biitlinliiglin bozulmas1 sonucunda elektron
transport zincirinde ve ATP transformasyonunda da birtakim hasarlar meydana gelmektedir.
Bu sebeple reaktif oksijen tiirleri aciga ¢ikar (Botham ve ark., 2018). Lipit peroksidasyonu ile
ortaya c¢ikan malonaldehit (MDA) gibi yan irilinler biyolojik olarak aktif olup hiicrede

metabolize edilirler veya yayilarak hiicre hasarina sebep olurlar (Aslankog ve ark., 2019).
4.6.3. Nitrik oksit (NO)

Glutamat reseptoriinii uyararak hiicre i¢indeki ¢GMP diizeyini artirir ve bu iletimde
norotransmitter olarak gorev alir. Postsinaptik nérondan salinan NO presinaptik ndronlari
etkileyerek glutamat saliniminin da artmasina yol acar. Merkezi sinir sisteminde birgok gorevi
olan NO, koku alma ve agr1 algis1 gibi islevlerde de rol oynamaktadir (Tiirkoz & Ozerol,

1997).

Stiperoksit radikallerinin varliginda lipit peroksidasyonunu baslatip antioksidanlari oksitleme
Ozelligine sahip peroksinitriti olusturur. Bunun sonucunda doymamis yag asitlerinin

oksidasyonuna ve hiicre hasarina sebep olurlar (Hogg & Kalyanaraman, 1999).
4.6.4. Katalaz (CAT)

Katalaz, hidrojen peroksidin oksijen ve suya parcalanmasini katalizleyen antioksidan

enzimdir (Mates & Sanchez-Jimenez, 1999) ve reaksiyonu su sekildedir;

2H,0,2>2H,0 +0;

11



Bu enzimin peroksizomlara yerlestigi ve kanda, kemik iliginde, karaciger ve bobrekte yiiksek
miktarlarda oldugu tespit edilmistir. Hidrojen peroksitin diigiik hizlarda olugsmas1 ve ortamda
yiikksek oranda elektron alicisi bulunmasi durumunda peroksidatif tepkime ile hidrojen
peroksitin yiliksek hizlarda olusmasi durumunda ise katalitik tepkime ile hidrojen peroksiti

suya doniistiirerek ortamdan uzaklastirmada gorev almaktadir (S6zmen, 2002).
4.6.5. Glutatyon-s-transferaz (GST)

Glutatyon; glutamik asit, sistein ve glisinden olusan bir tripeptiddir. Glutatyon ile
ksenobiyotiklerin reaksiyonunu katalize eden enzimlere glutatyon-S-transferaz (GST) adi
verilmektedir (Both ve ark.,, 1961). GST, ksenobiyotiklerin ve endojen bilesiklerin
detoksifikasyonu ve biyotransformasyonunda gorev alirlar. Ksenobiyotikler, antikorlarla
birleserek hiicreyi hasara gotiiriirler. GST’ler de bu ksenobiyotikleri inaktive ederek
konjugasyonunu ve viicuttan atilmasini saglar. GST’lerin siklikla bulundugu dokular arasinda

karaciger, akciger, ince bagirsak, kalin bagirsak, bobrek, plasenta sayilabilir.

4.7. Asetilkolin esteraz aktivitesi (AChE)

Asetil KoA ve lipit metabolizmasi {iriinli kolinden olusan asetilkolin bir ndrotransmitterdir.
Asetilkolin esteraz, asetilkolini hidrolize eder ve kolin ile asetat olusumuna sebep olur.
Noronlardan sinaptik bosluga yayilan ACh, postsinaptik ndrondaki reseptorlere baglanarak
sinyal olusmasii saglar. Bu sinyal AChE’nin ACh’yi hidroliz ederek kolin ve asetata
dontismesine neden olur (Whittaker, 1990).

4.8. iyonize Radyasyonun Biyolojik Etkileri

Iyonize radyasyon dokulardan gegtigi esnada dokudaki atomlari uyararak iyonlasmaya veya
molekiiler yapida bozulmaya neden olmaktadir (Huang ve ark., 2009).

Iyonize radyasyonun biyolojik etkileri, dozun biiyiikliigiine, 1smlanan dokunun
proliferasyonuna, mitotik aktivitelerine, radyasyonun tipine, 1sinlama siiresine bagli olarak
degisiklik gostermektedir. Doza bagimli olarak olusan hasar etkisine deterministik etki adi
verilmektedir (White & Pharoah, 2018). Cilt yaniklari, katarakt, kisirlik, hiicre 6limi gibi
etkiler deterministik etki 6rnekleridir.

Hiicre hasarma sebep olmayan kii¢iik dozlarda dozdan bagimsiz olusan etki stokastik etki
olarak adlandirilir. Genetik etkiler ve kanser sitokastik etkiye ornek olarak verilebilir. Bu
etkide diisiik dozlarda aralikli olarak radyasyona maruz kalmak uzun siire sonra viicutta
etkiler ortaya cikarabilir. Bu sebeple diisiik doz iyonize radyasyonun kanser gelisimine
etkisini saptamak olduke¢a giictiir. Ancak diisiik dozlarda dahi olsa radyasyonun hic¢bir dozu
giivenli degildir (White & Pharoah, 2018).
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Radyasyon hasarinin ortaya c¢ikmasinda etkili fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktorler
bulunmaktadir:

» Fiziksel faktorler; radyasyonun tipi, dozun tek seferde veya aralikli olarak verilmesi,

» Kimyasal faktorler; radyosensitif ve radyoprotektif maddelerin varligi,

= Biyolojik faktorler; canli dokudaki organizmalarin radyasyona kars1 farkli 6zelliklere

sahip olmasi nedeniyle 6nem tagimaktadir.

Dokunun veya hiicrenin radyasyondan etkilenme durumu; dokunun oksijen
konsantrasyonuna, 1sinlama esnasinda hiicrenin mitotik aktivite seyrine, hiicrenin

beslenme durumuna bagli olarak degisiklik gdstermektedir.

v" Sik boliinen ve ¢ogalma 6zelligine sahip hiicrelerin radyasyondan etkilenme orani
daha yiiksektir ve radyasyona daha duyarlidir. Proliferasyon aktivitesi yiliksek
hiicrelere kemik iligi hiicreleri 6rnek olarak verilebilir.

v' Heniiz olgunlasmamis veya Ozellesmemis hiicrelerin radyosensitivitesi daha
yiiksektir.

v Yiiksek metabolizmaya sahip hiicrelerin de radyasyon duyarlihig digerlerine
oranla daha fazladir.

v' Radyasyona maruz kalan bolge ve dokunun biiyiikliigi hasar oranimi da
etkilemektedir.

v Cocuklar yetiskinlere oranla daha radyosensitiftir.

Canlida radyasyona karsi gosterilen duyarlilik derecesi; iireme hiicreleri, retina, lenfosit,
kemik iligi hiicreleri radyosensitif 6zellikte olarak gruplandirilirken, kas, sinir ve olgunlasma
stireci tamamlanmis kemik hiicreleri radyorezistans ozellikte olarak gruplandirilmaktadir
(White & Pharoah, 2018).

4.9. Iyonize Radyasyonun Hamilelik Sirasindaki Etkileri

Yiiksek boliinme yetenegine sahip hiicreler radyasyondan daha c¢ok etkilenirler. Fetiis ve
embriyo hiicreleri de hizli boliinme 6zelligine sahip olduklar1 i¢in radyasyondan daha fazla
etkilenmektedirler. Fetusun differansiye olmamis hiicre sayisinin fazla olmasi nedeniyle
gelisimi silirecinde radyosensitivitesi de ayni oranda yiiksektir. Embriyonel hiicrelerin
radyasyon toleransinin ortalama 0,25 Gy oldugu bildirilmistir (IAEA, 2023).

Radyasyonun fetiis iizerine etkileri dogum Oncesi veya sonrasi 6liim olarak sonug¢lanabilecegi
gibi, bazi dogumsal malformasyonlar, biiyiime anomalileri ve kafa ve beyin gelisiminde
yapisal ve fonksiyonel gerilikler olarak da sonuclanabilmektedir. Yapilan arastirmalarin model
organizmalarda gerceklestirilmesi nedeniyle insan etkileri tartismali olsa da cogunlukla

genomik benzerlik nedeniyle kabul edilmistir. Insan verileri cogunlukla Hirosima ve
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Nagasaki’de meydana gelen atom bombasi sonucu veya radyasyondan korunma igin
Onlemlerin alinmadig1 déonemlerde dogum sirasinda ve sonrasinda meydana gelen anomaliler
ile elde edilmistir. Yapilan bir¢ok aragtirmada diisiik dozdaki iyonize radyasyonun gebelik
doneminde embriyonun gelisimine hasar verdigi yoniinde birtakim sonuglar ortaya ¢ikmistir
(Dunn ve ark., 1990; Zareen ve ark., 2009; Siddiqi ve ark., 2016; Augustianath ve ark., 2023).
Fetiiste meydana gelebilecek hasar; maruz kalinan doza, dozun uygulanma hizina, 1ginin LET
degerine ve embriyonun gelisim periyoduna gore degisiklik gdstermektedir.

Gebeligin 18-38. giinleri erken fetal donem olup radyosensitivitesi en yiiksek donem olarak
bildirilmistir. Bu donemde maruz kalmman radyasyon dogumsal anomalilerin siklikla
karsilagilma sebebi olarak bilinmektedir (Williams ve ark., 2010).

4.9.1. Embriyolojik gelisim evreleri

4.9.1.1. Preimplantasyon evresi

Yumurtanin dollenerek uterus duvarina yerlesmesi arasinda gegen ilk 3 haftalik siireg
preimplantasyon evresi olarak bilinmektedir. Bu siirede hiicrelerde differansiyasyon yerine
ayni hiicre grubunda siirekli bir artis meydana gelmektedir. Bu dénemde radyasyona maruz
kalan hiicreler uygulanan radyasyonun dozuna gore Oliir ya da herhangi bir anomali
olusmadan olgunlagma siirecine gecger. Olgunlasan hiicre radyasyona daha direncli hale
gelmektedir. Esik doz degeri bu evrede 0,10- 0,15 Gy olarak bildirilmistir (ICRP, 2007).
4.9.1.2. Organogenez evresi

Embriyonun 3 ve 8. haftalar arasindaki donemidir. Bu evrede radyasyon maruziyeti organ
anomalileri ile karakterizedir. Esik doz degeri bu evrede 0,05-0,5 Gy olarak bildirilmistir
(ICRP, 2007). Bu donemde embriyoda biiylime geriligi ve dogumsal anomalilerin goriildigi
bilinmektedir. Organlarin gelisim siiregleri farkli safhalarda olmasi sebebiyle 1sina maruz
kalinan donemde gelisen organda hasar meydana gelmektedir. Dozun artig1 ile hasarin
boyutunda da artig goriilmektedir (Friedberg ve ark., 1987).

4.9.1.3. Fetal donem

Gebeligin 8. haftasindan sonraki donemi ifade etmektedir. Organ olusumu tamamlanmis ve
organ fonksiyonlarinin gelisiminin devam ettigi siire¢ olarak bilinmektedir. Embriyonun
radyasyona karsi en direngli oldugu evredir. Bu evrede dogumsal anomaliler ve Olim
goriilmemekle birlikte organ fonksiyonlarinin bozukluguna sik rastlanmaktadir. Zeka geriligi
ve biiyiime bozukluklari bu donemde maruz kalinan radyasyon sonucu olustugu bilinmektedir
(Miller, 1999).

4.10. Radyasyondan Korunma

Radyasyonun organizmaya olan biyolojik etkilerinden korunmak igin alinmasi gereken

Onlemler bulunmaktadir. Bu 6nlemler su sekilde siralanabilir;
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o Justification: “Gereklilik”; yarar saglamayacak fazla radyasyon uygulamalarindan
kaginmak gerekmektedir.

o Optimizasyon; yapilan 1sinlama miimkiin olan en diisiik diizeyde tutulmalidir. Bu
prensip ALADA (As Low As Diagnostically Acceptable) ilkesi olarak da
bilinmektedir. Bu ilke gz oniinde bulunduruldugunda yapilan biitiin 1s1nlamalarda
dozun miimkiin olan en diisiik diizeyde tutulmas1 gerekir.

o Doz smirlandirilmasi; Maksimum miisaade dozu; ekspoz siiresini ve uygulanan dozu
azaltmaya yonelik bu ilkede klinik muayene sonrasi radyografi teknigi ve gerekliligi
belirlenmelidir. Minimum hasta ve uygulayici dozu ile maksimum hasta yarar1 goéz

ontinde bulundurulmalidir.
4.10.1. Embriyo ve fetiisiin radyasyondan korunmasi

Fetiis i¢in zararli olabilecigi diisliniilen kiimiilatif iyonize radyasyon dozun 50 mGy oldugu
bildirilmigtir. Mesleki maruziyet nedeniyle radyasyon calisanlarinin gebelikleri siiresince

maksimum miisaade dozu 5 mSv olarak belirlenmistir (ICRP, 2007).
4.11. Diisiik Doz Iyonize Radyasyon ve Apoptoz

Apoptoz, gelismis ¢ok hiicreli canlilarda hiicre homeostazinin devamliligr icin gerekli olan
fizyolojik bir siirectir. Bu siirecte planli olarak diger hiicreleri etkilemeden yaslanan ve
fonksiyonlar1 bozulan hiicreler apoptoz mekanizmasiyla ortadan kaldirilirlar. Ayrica cevresel
faktorlere ve maruziyetlere bagli olarak olusan hasarlarda hiicresel savunma mekanizmasi

olarak rol oynamaktadir (Elmore, 2007).

Bagka bir hiicre 6liim tiirli olan nekrozda hiicre zarinda veya hiicrede olugan metabolik olaylar
sonucunda olusan hasar nedeniyle zarin segici gegirgenliginde bozulmalar ortaya ¢ikip hiicre
zan patlayarak hiicre i¢indeki maddelerin yayilmasina, inflamasyonun baslamasina sebep
olmaktadir. Apoptoz mekanizmasinda ise inflamasyon olusmaz ve kisaca hiicrelerin
homeostatik dengede siirdiiriilebilir yasamlar1 i¢in gerekli fizyolojik bir mekanizmadir

(Ouyang ve ark., 2012).

Hiicre genomunda bir hasar meydana gelmesi sonucu p53 miktar artar ve hiicre boliinmesinin
kontrol noktast olan G1 fazinda DNA’nin onarilma islemi gergeklesir ve hiicre S fazina
gecemez. Hasarin giderilememe durumunda hiicrenin apoptoz mekanizmasi devreye girer
(Martinez ve ark., 2010). p53°iin goérevi DNA’da veya hiicrede hasar meydana gelmesi sonucu
bax, apaf-1, fas genlerinin liretiminin artmasini ve mitokondri zarindan salgilanan bcl-2, bcl-x

genlerinin {iretiminin azaltilmasii saglayarak apoptoz mekanizmasini devreye sokmaktir.
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p53’in fonksiyonunda bir hasar meydana gelmesi sonucu bcl-2 asir1 artar, apoptoz
mekanizmasi devreye giremez ve yaslanmis veya kanserli hiicrelerin ¢ogalmasina sebep olur.
Apoptoz siirecinin baslamasi hakkinda bc/-2/bax orani bilgi vermektedir. Bu oran <I ise,
hiicrede apoptoz siireci baslayip hiicrede biyokimyasal ve morfolojik degisiklikler meydana

gelmektedir.

Radyasyonun atomun yoriingelerinde bulunan elektronlar1 yerinden sokmesi ile maddenin
yapisinda bazi degisiklikler meydana gelir (Steel, 2002; Valko ve ark., 2006). Olusan
degisikliklerin hiicre makromolekiillerine (DNA-RNA) direkt etkisi sonucu hasar olugsmakta,

olusan hasar hiicrenin apoptoz mekanizmasiyla giderilmeye ¢aligilmaktadir.
4.12. Apoptoz ile Iliskili Genler
4.12.1. bax geni

Apoptoz regiilatorii olarak gorev alan bax, bcl2 gen ailesinin pro-apoptotik bir tiyesidir (Pena-
Blanco & Garcia-Sédez, 2018). bcl2 ile heterodimer olusturarak apoptotik aktivator islevi
goriir.  Genin ekspresyonu p53 tarafindan regiile edilir (Cosentino & Garcia-Séaez, 2017).
Diizensizligi veya ¢ogalmasi durumunda patoloji olasiligini artiran apoptotik fonksiyon
bozukluklar1 ortaya ¢ikabilir. Parkinson, Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda siklikla
anormal apoptotik hiicre 6liimii oldugunu gosteren gen olarak bilinmektedir (Kelly & Strasser,

2011).
4.12.2. bcl-2 geni

bcl-2 ailesi apoptoz diizenleyicilerinden olup farkli gorevleri de bulunmaktadir. Bu gen ailesi
apoptoz inhibitdr ve indiikleyicilerini igermektedir. bcl-2 genleri embriyonun gelisimine
katkida bulunurken kanser gelisiminde oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir (Hardwick & Soane,
2013). Ayrica apoptoz 6ncesinde ndronal gelisim aktivitesi ve hiicre fizyolojisinin gelisiminde

onemli bir yer tutar.
4.12.3. p-53 geni

Hiicre boliinmesini baskilayarak durdurmaya calisan ve apoptozun uyarilmasinda rol alan
timor baskilayici genlerin fonksiyonlarinda meydana gelen bozulmalar sonucu kanser
gelisimi  Onlenemez ve apoptoz mekanizmasinda birtakim aksakliklar meydana gelir
(Egilmezer, 2019). Bu genin baskilanmasi veya mutasyona ugramasi kanser gelisiminin
meydana gelmesinde en sik karsilasilan genetik degisikliklerdendir. Bu gen, hiicre siklusunun
onemli bir denetleyicisi olarak gorev almaktadir. Bu gende meydana gelen mutasyon sonucu

hiicre siklusu bozularak tiimoral gelisim meydana gelebilir (Weaver ve ark., 1997).
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Hasarli hiicrelerde p53 geni hiicre biiyiimesinin regiile edilmesinde olduk¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Hiicrede meydana gelen DNA hasar1 p53 geninin artigina ve hiicre siklusunun G1
evresinde duraklamasina sebep olur. Bu asamada DNA hasar1 giderilebilirse hiicre normal

boliinmesine devam etmektedir, onarilamazsa hiicre 6liimii gergeklesmektedir.
4.13. Diisiik Doz Iyonize Radyasyon ve Norogenez

Noroblastlarin boliinme yetenekleri yoktur ve her biri birer nérona doniismektedir. Sinir
sistemi radyasyona karsi direncli bir sistem olmasina karsin ndroblastlar radyasyona oldukca
hassastir. Bu durumun sebebinin hiicre zarinin hasari oldugu diisiiniilmektedir (Biiyiikvardar,

2020).

Belirgin morfolojik degisikliklere sebep olan radyasyonun diisiik dozlarda da kalp atis hizi,
kardiyovaskiiler ve norolojik sistem gelisimini etkileyebilecegi ve pek ¢ok hastalikla iligkili

genlerin ekspresyonunu degistirebilecegi bilinmektedir (Freeman ve ark., 2014).

Norogenez ve beyin gelisiminin bozulmasi ileriki donemde saglikli néronal fonksiyonlarin
gerceklesmesinde ciddi sonuglara neden olabilir. Mikroyapisal diizeyde, anormal hiicre
boliinmesi ve apoptoz regiilasyonu, asir1 glial biiyiime ve iltithaplanma, beyin gelisiminin
bozulmasiin etkenleri olarak varsayilmistir. Norogelisimsel mekanizmanin daha 1iyi
anlasilmasi i¢in syn2a, neurogl, ol-tiibiilin, elavl3 genlerinin ekspresyonu olduk¢a 6nem tasir

(Caliskan & Emekli-Alturfan, 2021).

Diisiik dozlarda iyonize radyasyonun hipokampiiste ndrolojik gelisimi devam eden hiicreleri
etkiledigi ve norogenezde azalma oldugu, hiicre apoptozunda artis oldugu bildirilmistir

(PeiBner ve ark.,1999).

4.14. Noérogenez ile iliskili Genler
4.14.1. syn2a geni

ATP baglanma aktivitesini etkinlestirmede gorevli oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica
norotransmitter sekresyonunda gorev almaktadir. Sinaptik vezikiilde yer aldigi
diisiiniilmektedir. Sizofrenide de tespit edilen genin insan ortologu SYN2(sinapsin II)dir
(ZFIN, 2023).

4.14.2. neurogl geni

DNA- baglanma transkripsin faktér, RNA polimeraz II, E-box baglanma, kromatin baglanma

aktivitesinin etkinligini artirdigi tahmin edilmektedir. Noronal gelisim ve periferik sinir
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sisteminin gelisimi ile yakindan ilgili bir gendir. Cekirdekte yer aldig1 diisiiniilmektedir. insan

ortologu NEUROGT (neurogenin 1)’dir (ZFIN, 2023).
4.14.3. a1tiibiilin geni

Okaryotik hiicre iskeletinin mikrotiibiilleri alfa ve beta tiibiilinlerden olusan heterodimer
yapida ¢esitli temel islevlere sahip bir gendir. Alfa ve beta tiibiilin, mikrotiibiilinin ana
bilesenlerini olustururken; gama tiiblilin mikrotiibiiliin ¢ekirdek olusturmasinda onemli bir
yere sahiptir. Yapilan ¢aligmalara gére morfolojik olarak farklilagmis norolojik hiicrelerde bu
gen ifadesinin yer aldigi bildirilmistir. a/#ibiilin geninde meydana gelen mutasyonlar sonucu
mikrosefali, mental retardasyon ve epilepsi gibi ndrolojik hasar nedeniyle olusan hastaliklarla

karsilagilmaktadir (GeneCards, 2023).
4.14.4. elavi3 geni

RNA baglanma aktivitesinde rol oynadig1 tahmin edilmektedir. Norogenezin diizenlenmesinde
gorev almaktadir. Riboniikleoproteinin bir parcasi oldugu tahmin edilmektedir. Insan ortologu

ELAVL3 (ELAV benzeri RNA baglayici protein 3)’tiir (ZFIN, 2023).
4.15. Otizm Spektrum Bozuklugu (OSB)

Otizm spektrum bozuklugu (OSB), son yillarda yayginligi artan biligsel eksiklikler ve
bozulmus sosyal ve iletisimsel gelisim ile karakterize, yasam boyu siiren norogelisimsel bir
bozukluk grubudur (Amerikan Psikiyatri Birligi, 2023). Bu bozukluklara engelleyici saglik
sorunlart eslik edebilir ve genellikle 6nemli bir ekonomik yiike yol acar. Fragile X, Rett
sendromu gibi genetik hastaliklarda da otistik davraniglar gézlenmesi OSB’nin genetik oldugu
diisiincesini desteklemektedir (Cohen ve ark., 2005). OSB'nin nedenleri ve mekanizmalari
heniiz tam olarak aydinlatilamamistir, ancak genetik arka plan, epigenetik modifikasyon ve
cevresel risk faktorlerinin tlimiiniin OSB'nin gelisimine katkida bulundugu bildirilmektedir.
Dogum oncesi kosullar1 veya olaylart iceren c¢evresel faktorlerin tiimii, otizmin erken
gelisiminde ¢ok onemli bir rol oynar, ancak kesin mekanizma biiyiik 6l¢iide belirsizligini
korumaktadir (Lu ve ark., 2022). Genetik diizeyde, hiicre biiyiimesi ve go¢ diizenlemeleri ile
bilinen OSB ile dogrudan baglantili genler vardir (PolSek ve ark.,2011). OSB’nin
prevalansinda son yillarda goriilen artis nedeniyle potansiyel ¢evresel faktorlerin de etkili

oldugu diistiniilmektedir (Hu, 2013).

Valproik asit (VPA) deneysel otizm modeli olusturmak i¢in kullanilan bir kimyasaldir ve
VPA'ya maruz kalan zebra baliklarinda eif4eb, adsl ve shank3a gibi otizmle iligkili genlerin
farkl sekilde ifade edildigi gosterilmistir (Lee ve ark., 2018).
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4.16. Diisiik Doz Iyonize Radyasyon ve OSB

OSB’nin son yillarda artan prevalansi nedeniyle etyolojisini belirlemeye yonelik yapilan
caligmalarda sebebi tam olarak belirlenememis olup daha cok genetik, ¢evresel ve
immiinolojik faktorlerin iizerinde durulmaktadir. Literatiirde yapilan c¢aligsmalara gore
oksidatif stresin OSB gelisimine katkis1 oldugu bildirilmistir (Chen ve ark., 2021; ilhan &
Aylin, 2018). Arastirmalara gore epigenetik ve cevresel faktorlere maruziyet sonucu apoptoz
dengesinde ve oksidatif parametrelerde bozulma meydana gelir. Ayrica hareket
kabiliyetlerinde meydana gelen degisiklikler sonucu OSB patogenezinde rol oynadigi
diisiiniilmistiir (Liu ve ark., 2022).

Diistik doz iyonize radyasyonun hiicre tarafindan abzorbe edilmesi sonucu apoptoz
mekanizmalariin devreye girmesiyle oksidatif stres artmaktadir. Artan oksidatif stresin OSB

gelisimine yol acabilecegi diistiniilmiistiir.

4.17. OSB ile iliskili Genler

4.17.1. eif4eb (eukaryotic translation initiation factor 4eb) geni

eif4eb geni translasyon mekanizmasinda gorev aldig1 ve translasyon baslangicinin yukarisinda
veya i¢inde hareket ettigi tahmin edilmektedir. Sitoplazmada yer aldigi disiiniilmektedir.
Okaryotlarda translasyon baslatma faktorii olan 4F kompleksinin bir parcasi oldugu
bilinmektedir. Bu genin insandaki ortologlar: eif4e (eukaryotic translation initiation factor 4E)

olup otistik bozuklukta rol almaktadir (ZFIN, 2023).
4.17.2. adsl (adenylosuccinate lyase) geni

adsl geni de novo piirin sentezinde rol almaktadir. Eksikliginde mikrosefali, agresif
davraniglar ve ndbetlerle karakterize aminoasit metabolik bozukluk goriilmekte ve OSB

resesif kalitiminda 6nemli bir rol oynamaktadir (ZFIN, 2023).
4.17.3. shank3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3a) geni

Yapilan arastirmalara gore shank3 geninin otizm ile kokli bir baglantisinin bulundugu ve
OSB’li bireylerin %1-25’inde bu gende mutasyon oldugu bilinmektedir. Sizofreni ve OSB’de
shank3 geninin ekspresyonu nedeniyle glutamaterjik sinapslardaki post-sinaptik yapi iskeleti
bozulmaktadir (Gauthier ve ark., 2010). Omurga gelisimi agisindan 6nemli bir yere sahiptir
(Banerjee ve ark., 2014). Noronal baglantilarin normal gelisiminde 6nemli bir yere sahip
olmasi nedeniyle genetik diizeyde bozulmasi durumunda OSB ile iliskili konusma
bozulmalar1 ve gecikmelerine yol agabilir (Durand ve ark., 2007). Ayrica gende meydana

gelebilecek mutasyonlar motor koordinasyonunun bozulmasina, tekrarlayan davranigsal
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hareketlere neden olabilir (Liu ve ark., 2018). Bu genin zebra baliginda, insanlarda ve
kemirgenlerde MSS gelisiminde rol oynamasi nedeniyle OSB dahil MSS hastaliklarinin
patogenezini incelemek i¢in zebra baligr modellerinin kullanimi desteklenmektedir (Gauthier

ve ark., 2010).
4.18. Model Organizma Olarak Zebra Bahgi

Model organizmalar 6zellikle insan genomunda olusan biyolojik ve farmakolojik olaylarin
sebeplerini 6grenmek ve arastirmak icin lizerinde c¢alisilan gruplardir. Giiniimiize kadar
kullanilan veya hala kullanilmakta olan model organizmalar; prokoryatlar, funguslar,
protistalar, bitkiler ve hayvanlardir (Hedges, 2002). Model organizmalar insan genomuna olan
benzerliklerden dolay1 secilmektedirler ve insanlardaki genomik dizilimin yorumlanmasi
amaciyla kullanilmaktadirlar. Bu nedenle tercih edilen model organizmalarin insan genleriyle
yakindan iligkili olmas1 oldukga biiyilkk 6nem tagimaktadir. Ayrica model organizmanin in
vitro kosullarda kolaylikla iiretilmesi ve kisa jenerasyon araligina sahip olmasi dikkate alinan
tercih nedenlerindendir. Son yillarda zebra balig1 (Danio reiro) da yukarida belirtilen faktorler
nedeniyle siklikla model organizma olarak tercih edilmektedir (Balon, 1975). Zebra baligi
embriyolarinin dis ortamda gelismesi nedeniyle tim gelisim safhalar1 izlenebilir, gelisme
stireleri oldukca hizlidir. Ayrica yumurta {iretim sayilar1 haftada yaklagik 50-200 arasi olup
caligmalarda avantaj saglayacak diizeyde yliksektir. Embriyolarin basit ve seffaf olmasi
yapilan ¢alismalarda deneysel kolayliklar saglar. Zebra baliklarinda insan hastalik ve gelisim
genleri benzerlik gostermektedir. Bu sebeple yapilan genetik analizler i¢in de elverisli model

organizmalardir (Vargesson, 2007).

Zebra baliklar1 Giliney Asya, Kuzey Hindistan, Pakistan, Bhutan ve Nepal gibi {ilkelerin
akarsularinda yasayan tropikal bir tatli su baligidir. Kemikli baliklarin (Teleostei)
Actinopterygii smmifinda, Cyprinidae familyasina ait bir tlirdiir (Carpio & Estrada, 2000).
Sivrisinek larvalart ve diger boceklerle beslenmektedirler. Govdelerinde 7-9 adet giimiis
rengi ve mavi ¢izgiler bulunan maksimum 4-5 cm boyutunda canlilardir. Zebra baliklar1 i¢in
optimum sicaklik 26-28°C’dir. Uygun iletkenlik ve pH degerleri sirasiyla 10 ile 271 pS ve pH
6,0-8,0 arasindadir (Engeszer ve ark., 2007). Haftada bir disi ortalama 200 yumurta iiretir.
Yumurta iiretimi nedeniyle disi baliklarin karinlar1 erkek baliklara oranla daha siskin

goriinmektedirler.

Zebra balig1 embriyolari; 48. saatin sonunda koryondan c¢ikar ve sonraki satha ‘larval evre’
olarak isimlendirilmektedir. 5. giin (120. saat) sonunda larva organizasyonu tamamlanir.

Embriyonun gelisimi hizli, basit ve seffaftir. Yapilan arastirmalara goére zebra baligi ve insan
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gen ortologu % 73 olarak tespit edilmistir (Howe ve ark., 2013). Genetik materyal olarak 25

kromozom 1,7 milyar baz ¢iftine sahiptir. Genetik analizler i¢in uygundur.

Zebra baliklar1 insan hastaliklarinin mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢in uygun bir model
olmasi nedeniyle de siklikla tercih sebebidir. Bunun yani sira farmakolojik ¢aligmalarda da
siklikla kullanilmaktadirlar (Ma ve ark., 2013). Zebra baliklarinin iretimi igin elverigli
kosullar saglandiginda iiretmek kolay ve dikkate deger deneysel avantajlar sunmaktadir.
Laboratuvar kosullarinda yil boyunca yumurtlayabilir (Brand ve ark., 2002). Zebra baliklar
diger deney hayvanlarina kiyasla 3 ay gibi kisa bir siirede cinsel olgunluga erisirler (Bally-

Cuif & Vernier, 2010).
4.19. Zebra Bah@inin Gelisim Asamalari

Ciftlesme tankindan toplanan dollenmis yumurtalar seffaf goriiniime sahiptir. Dollenmemis
yumurtalar opak renkte goriinmesi sebebiyle doéllenmis yumurtalardan kolaylikla ayirt
edilmektedir. Dollenen embriyolar yarim saat igerisinde blastodisk olusumu gosterirler. Ilk
bolinme asamasi dollenmeden 45 dakika sonra gerceklesir. Bu boliinmenin ardindan
blastomerler 15 dakikada bir boliiniirler. Blastomerlerin segmentasyon asamasindan sonra
gastrulasyon safhasi gergeklesir. Embriyolarin gelisimi; zigot (0-45 dakika), yariklanma (45
dakika-2,15 saat), blastula (2,15-5,20 saat), gastrula (5,20-10 saat), segmentasyon (10-24
saat), faringula (24-48 saat), kulugka (48-72 saat), larval satha (72 saat sonrasi) olmak iizere 8
temel sathadan olusmaktadir (Kimmel ve ark.,1995). Gelisim asamalarinin 1. giliniinde
embriyolar bas ve kuyruk boélgelerinden olusur, 2. giinlinde pigmentasyon gdstermeye
baslarlar (Westerfield, 2000). Embriyonun kalp atim hareketleri stereomikroskop altinda

incelenebilir.
4.20. Zebra Balhiginda Norogenez

Norogenez, olgun ve islevsel noronlar lireten farklilagmamis noral progenitor hiicrelerin
gelisimi olarak tanimlanmaktadir. Noral progenitorlerin indiiksiyonu ve hiicre bdliinmesi
asamasi, progenitdr havuzunu genisleten norogenezdeki ilk adimlardir. Bu asamay1
progenitdrlerin spesifikasyonu ve post-mitotik nodronlara farklilagma takip etmektedir.
Sonunda olgun merkezi sinir sistemini olusturacak olan ¢esitli ndronal ve glial hiicre tiplerini
iretecek sekilde diizenlenmektedir. Zebra balig1 ve embriyolart ndrogenezin anlagilmasi i¢in
cok sayida calismada kullanilmistir. Zebra baliklari merkezi sinir sistemi ve ndrogenez
calismalarinda dis ortamda gelismesi ve kolaylikla miidahale edilebilmesi nedeniyle deneysel
tercth nedeni olarak goriilmektedir (Schmidt ve ark., 2013). Boyutlarimin kiiclik olmasi ve
seffafliklar1 nedeniyle siireclerin in vivo izlenebilmesine olanak saglamakta ve diger model
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organizmalara gore daha basit yapida sinir sistemine sahip olmalar1 nedeniyle ¢alismalarda
deneysel avantajlar saglamaktadir (Brustein ve ark., 2003). Son yillarda yapilan arastirmalara
gore genetik ve embriyolojik tekniklerindeki biiylik ilerlemeler neticesinde zebra baligi
norogenez arastirmalari i¢in siklikla kullanilan benzersiz bir model organizma haline gelmistir
(Schmidt ve ark., 2013). Zebra balig1 embriyolarinda arastirilan nérogenez uygulamalari
haricinde olgun zebra baligi beyninin, yetigkinlerde norogenez calismasi i¢in faydali bir
model organizma olacag bildirilmistir (Unal & Emekli-Alturfan, 2019). Yeni noronlarmn
iretimi kemirgenlerde ve memelilerde telensefalonun subventrikiiler zonu ve subgraniiler
zonunda ger¢eklesmektedir (Gould, 2007). Yetiskin zebra baliklarinda ise beynin farkli
bolgelerinde yaklagik olarak 16 proliferasyon bolgesi oldugu icin teleostlarda daha yiiksek
reprodiiksiyon potansiyeli bulunmaktadir (Grandel, 2006). Yetiskin zebra balig1 beyninde her
30 dakikada bir yaklasik olarak alti bin hiicre iiretilir, bu da nérogenezin arastirilmasinda

zebra baliginin sik kullanilmasinin nedenidir (Hinsch & Zupanc, 2007).

Onceki arastirmalarda radyasyonun oksidan-antioksidan parametrelerde degisiklige sebep
oldugu, norolojik gelisimi etkiledigi bildirilmistir (Karagéz ve ark., 2023). Norolojik gelisim
ile degisen oksidan parametrelerin OSB gelismesine neden olabilecek g¢evresel faktorler
arasinda oldugu Ongoriilmistiir. Bilinmeyen gebelik siirecinde maruz kalinan diagnostik
radyasyonun toksik etkileri iizerine yapilmis calismalarin sinirli sayida olmasi nedeniyle bu
tez ¢alismasinda diger parametrelerin (mA, kVp) sabit tutularak farkli siirelerde diisiik doz
iyonize radyasyon grubunda yer alan dental rontgen cihazindan ¢ikan X 1s1nlarina maruz kalan
zebra balig1 embriyolarinin davranis ve embriyonel gelisim farkliliklarinin degerlendirilmesi

amaclanmustir.
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5. GEREC ve YONTEM

Zebra baligindan embriyolarinin elde edilmesi ve biyokimyasal parametrelerin tayinleri
Marmara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Zebra Balig1 Arastirma Laboratuvarinda, farkli
ekspojur siirelerinde diisik doz iyonize radyasyona maruziyet islemleri ise Marmara
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali Réntgen
Biriminde gerceklestirilmistir. 120 hpf’ye kadar zebra baligi embriyolarindaki ¢aligmalarda
etik kurul onay1r gerekmemektedir. Bu nedenle bu tez caligmasinda etik kurul onayima

basvurulmamuistur.

Bu tez Marmara Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Komisyonu tarafindan TDK-2023-10986

proje numarast ile desteklenmistir.
5.1. Zebra Baliklarinin Bakim ve Beslenme Prosediirii

Bu tez calismasinda ZEBTEC akvaryum sisteminde barindirilan lireme olgunluguna erismis
yabani tip AB/AB susu zebra baliklarindan elde edilen embriyolar kullanilmistir. Zebra
baliklar1 bilgisayar kontrollii inkiibasyon tankina (ZEBTEC Mini system) yetistirilmistir
(Sekil 2). En iyi embriyo verimini alabilmek i¢in ideal sartlar olusturulmasina dikkat
edilmistir. Giinde 14 saat giin 15181, 10 saat karanlia maruz kalacak sekilde sistem kurularak
baliklarin iiremesi i¢in gerekli sirkadiyen ritim olusturulmustur. Sicaklik 28+1° C, nem %61
olarak ayarlanmis ve bu degerler otomasyon sistemi tarafindan sabitlenmistir. Sistemde
bulunan suyun pH’s1 6,9-7,2° ye ayarlanmistir. Fiziksel ve UV sistemlerini iceren filtrasyon
mekanizmalari ile baliklarin ortamlarinin temizligi saglanmistir. Giinde iki defa kuru yem, bir

defa da canli yem olmak {izere toplamda ii¢ defa beslenmislerdir.
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Sekil 2: ZEBTEC Mini Akvaryum sistemi

5.2. Zebra Baliklarindan Embriyo Eldesi

Zebra baliklart 1s18a bagl (fotoperiyodik) iireme ozelliklerine sahip model organizmalardir.
Gilinesin dogusuyla beraber iireme davranisini baslatan zebra baliklar1 elverigli ortam
saglandiginda yumurta ve sperm salinimimi gerceklestirerek ¢alismada kullanilacak
embriyolarin elde edilmesi saglanmistir. Disi zebra baliklar1 erkek zebra baliklarina gore daha
siskin bir karin yapisina sahiptir. Ciftlestirme tankina disi zebra baliklarinin erkek zebra
baliklarina oram1 1/2 olarak belirlenerek aralarina karigsmalarini 6nlemek amaciyla aparat
yerlestirilmistir (Sekil 3). Bu islem, ¢alismada kullanilacak yeterli sayida embriyo eldesi i¢in
lic adet tankta ve birbirlerine paralel olacak sekilde konumlandirilarak alt1 kez tekrarlanmistir.
Giin 15181yla birlikte yetiskin baliklarin tireme davranisi gosterebilmesi i¢in aralarindaki aparat
ortadan kaldirilmis ve tankin dibi araliklarla kontrol edilmistir. Ddllenen embriyolar tankin
altinda bulunan delikler sayesinde dibinde toplanmistir. Yeterli embriyo elde edilene kadar
islemler tekrarlanmigtir. Dollenen embriyolarin  stereomikroskop altinda gelisimleri
incelenmis ve dollenmeyenlerden ayrilarak sec¢ilmislerdir (Sekil 4). Uygun gelisim fazinda
bulunan embriyolar 28°C’ de E3 ¢dzeltisi icinde ve etlivde muhafaza edilmistir (Bhasin ve

ark., 2016).
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Sekil 4: Embriyo elde etme yontemi (Bhasin ve ark., 2016’dan yararlanilarak hazirlanmstir.)
5.3. Zebra Bahg Embriyolar1 X- Istm1 Maruziyet Gruplari ve Uygulamasi

Zebra balig1 embriyolar1 i¢in radyasyona en hassas zaman birimi 2 hpf olarak bildirilmistir
(McAleer ve ark., 2005; Geiger ve ark., 2006; Honjo & Ichinohe, 2019). 2 hpf’deki zebra
balig1 embriyolar1 16 hiicreli asamada iken, her maruziyet grubu i¢in 4 adet petri kutusuna

120’ser adet 1 ml E3 ¢ozeltisi icinde embriyo yerlestirilmistir.

Calismada fakiiltemizde Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi Anabilim Dali Rontgen biriminde
egitim amagh kullanilan, duvara monte, dijital diigmeli 70 kVp voltaj ve 8mA akima sahip, 2
mm Al filtrasyon ve 8 in¢ (20,32 cm) kon uzunluguna sahip dental rontgen cihazi (New Life

Evolution X3000 2C, Grugliasco, Italya) kullanilmistir.
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Bu tez calismasinda farkli sensor sistemlerinin ekspojur siirelerini temsilen 0,08, 0,15 ve 0,30
s maruziyet gruplar1 olusturulmustur.

Iyonlastiric1 radyasyon tarafindan birim kiitlede maddeye aktarilan enerji miktarim belirlemek
icin arastirmamizda dozimetrelerden yararlanilmistir. Her bir 1s1nlama igin 6l¢liime hazir, su
ve sividan etkilenmeyecek, oldukca diisiik dozlarda radyasyona duyarli, optik uyarlamali
luminesens dozimetre (OSL, Epsilon Landauer Dozimetri Teknolojileri, Atagehir, Istanbul)
hedef bolgeye (embriyolarin i¢inde bulundugu petri kutusuna) Ol¢lime hazir sekilde
yerlestirilmistir. OSL dozimetrenin i¢inde radyasyona karsi duyarli olan 0,3 mm kalinliginda
iki tabaka polyester arasinda sandvi¢ edilmis bir Al,Os5:C kristal tabakasi bulunur. OSL
dozimetreler 5keV-20MeV enerji araligindaki gama, X-1i5in1 ve beta radyasyon tipleri
hakkinda bilgi verebilmekte ve buna bagli olarak da radyasyon dozunu 6l¢ebilmekte ve bunun
icin 0zel bir doz algoritmas: kullanmaktadir. OSL dozimetreler yaklasik 2,5x4 cm
boyutlarinda olup minimum raporlanan doz seviyesi 0,05 mGy olarak bildirilmistir. Bu
ozellikleriyle en diislik olarak yaklasik 0,10 mGy’e dek 6l¢iim yapabilen termoliiminesens ve
film dozimetrelere gore daha duyarlidir (Jurnisic, 2007). OSL dozimetre pencere
yapisi/barkodlu  kismi yukart gelecek sekilde embriyolarin bulundugu petri kutusuna
yerlestirilmistir. Boylelikle farkli ekspojur (1sinlama) siireleriyle elde edilen esdeger doz

Sievert (Sv), sogurulan doz Gray (Gy) birimleriyle tespit edilmistir (1mSv=1mGy).

Diizenekte herhangi bir degisiklik yapmadan projeksiyon geometrisini degistirmeden 2 hpf’de
tek bir 1sinlama olmak suretiyle belirlenen siirelerde X-1s1n1 maruziyetleri gergeklestirilmistir
(Tablo 2, Sekil 5). Belirtilen dozimetrelerin okunmasi i¢in Al,O3 dedektérlerini kullanan Auto

200 Dozimetre okuyucu (Glenwood, Illinois, ABD) cihaziyla gergeklestirilmistir.

Kontrol ve maruziyet gruplarinda bulunan embriyolarin morfolojik degisimleri deney siiresi
olan 3 giin (72hpf) boyunca Zeiss Sterio Discovery V8 mikroskobu altinda incelenirken, ayr1
ayr1 her grubun goriintiileri, malformasyonlari, mortaliteleri (6liim orani) ve koryondan ¢ikis
(hatching) oranlar1 fertilizasyondan sonra 24., 48. ve 72. saatlerde diizenli olarak kayitlari

olusturulmus ve her grup i¢in alt1 kez tekrar yapilmistir.

72. saatin sonunda gruplarda sag kalan embriyolar serum fizyolojik ile homojenize edilerek

PCR tayinleri ve biyokimyasal parametrelerin tayini i¢in -20° C’de buzdolabinda saklanmustir.
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Tablo 2: Deney gruplari

Deney Grubu Maruziyet

Kontrol Grubu (K) Herhangi bir iyonize radyasyon uygulanmamis
saglikli embriyolardan olusan grup

Kisa siireli 1s1nlama grubu (S-XR) 8 mA, 70 kVp, 8 in¢ (20,32 cm) mesafede
vertikal olarak uygulanan 0,08 saniye 1sinlama

Orta siireli 1s1nlama grubu (M-XR) 8 mA, 70 kVp, 8 in¢ (20,32 cm) mesafede
vertikal olarak uygulanan 0,15 saniye 1sinlama

Uzun siireli 1s1nlama grubu (L-XR) 8 mA, 70 kVp, 8 in¢ (20,32 cm) mesafede
vertikal olarak uygulanan 0,30 saniye 1sinlama

Sekil 5: Deneyin uygulanisi

5.3.1.Kontrol grubu ¢ozeltisi ve uygulama

2 hpf boliinme periyodundan segilen kontrol grubundaki embriyolar petri kutusuna 120 adet
olacak sekilde 1 ml E3 ¢ozeltisi i¢inde bekletilerek yerlestirilmistir. E3 ¢ozeltisi; 5 mM NaCl,
0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl, ve 0,33 mM MgSO, karisimindan olusmaktadir. pH seviyesi

7,2’ye ayarlanmistir ve tamponlama amaciyla NaHCOj; kullanilmastir.
5.4. Kullanilan Cihazlar

Deneyde kullanilan cihazlar Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3: Deneyde kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Marka
RT-PCR Rotor Gene-Q, Qiagen
DNA-RNA izolasyon cihazi QIAcube, Qiagen
Spektrofotometre Shimadzu UV-120-02
Santrifiij Sigma 1-16K, Sigma
Vorteks V-1 PLUS, Biosan
pH metre Hanna HI 2211
Hassas terazi Shimadzu ATX224
Otomatik pipet Rainin
Homojenizator Tissuelyser LT, Qiagen
Etiv Niive EN 400
Manyetik karistiric Witeg Wisd Hotplate Stirrer MSH
Mikroskop Zeiss Sterio Discovery V8§
Akvaryum Zebtec mini sistem
Distile su cihazi Elga Option-Q Ultra saf su sistemi
Buzdolabi Indesit TAA 12V
Termostat EHEIM thermocontrol
Kamera Canon Zoom Lens 5X IS

5.5.Kullanilan Kimyasallar

Tablo 4: Deneyde kullanilan kimyasallar

Sodyum karbonat (Na,CO3)

Merck 1.06392.1000

Sodyum hidroksit (NaOH) Merck 1.06482.1000
Bakar(IIl) siilfat Fisher Chemical C/8600/50
Sodyum potasyum tartarat Merck 1.08087.1000

Folin ¢ozeltisi Sigma-Aldrich F9252
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma- Aldrich S9888
Alblimin Sigma-Aldrich A3912

Tiyobarbiirik asit(TBA)

Sigma-Aldrich T5500-25G

Triklorasetik asit(TCA)

Acros 421451000

Hidroklorik asit (HCI)

Merck 1.00317.2500

n-biitanol (C4HyOH)

Sigma- Aldrich 4800/17

Cinko stilfat heptahidrat (ZnSO,4.7H,0)

Merck 1.08883.1000

Vanadyum (II) Kloriir (VCls)

Acros197000250

Siilfanilamid (SULF)

Sigma-Aldrich S9251

N-(1-Naftil)-etilendiamin dihidroklortir
(NEDD)

Merck 1.06237.0025

Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,)

Sigma-Aldrich P2222-100G

Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,)

Sigma-Aldrich P5655-100G

Disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,)

Sigma-Aldrich 255793-10G

Sodyum Etilendiamin tetraasedik asit
(Na-EDTA)

Sigma-Aldrich E4884-100G

Riboflavin (B6 veya C17H20N406)

Fisher Bioreagents SBP167- 50

o-dianisin

Acros 407890050

L-Glutatyon (GSH)

Sigma Aldrich - G4251-5G

1-kloro-2,4-dinitro-benzen (CDNB)

Acros 160511000

Ditiyobisnitro-benzoat (DTNB)

Sigma-Aldrich -D8130
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Tablo 4: Deneylerde kullanilan kimyasallar(devam)

Propil ~ 4-Hidroksibenzoat  (propil
paraben;PP)

Sigma-Aldrich P 53367-56

2-propilvalerik asid (Valproik asit;
VPA)

Sigma-Aldrich P4543-10G

Serum fizyolojik

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Sigma-Aldrich P 41640-2,5 L

Potasyum kloriir (KCl)

Sigma-Aldrich P101575967

Kalsiyum kloriir (CaCl,)

Sigma-Aldrich P101624562

Magnezyum siilfat (MgSO,)

Sigma-Aldrich P101612225

5.6. Lokomotor Aktivite Testi

Diistik doz iyonize radyasyon uygulanan gruplar ile kontrol grubu arasinda hareketlilik
acisindan farklilig1 tespit edebilmek i¢in lokomotor aktivite testi uygulanmistir (Roberts ve
ark., 2019). Petrinin altina birbirine esit uzunlukta ¢izilmis ¢izgilerden olusturulan bir kagit
yerlestirilmistir. Petri kabmnin merkezine 72 hpf zebra baligi embriyosu yerlestirilir
(embriyolar 48 saatin sonunda koryondan ciktiklari i¢in 72 saatlik embriyo tercih edilmistir).
Sivri uglu bir cisim yardimiyla embriyolara dokunarak hareket etmeleri saglanmis ve kat

ettikleri mesafe Olgiilmistiir (Sekil 6a). Bu mesafe Kinovea ve Toxtrac programlari

kullanilarak analiz edilerek istatistikleri yapilmistir (Sekil 6b ve 6¢).

Sekil 6a: Lokomotor aktivite testinin uygulanist
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Sekil 6b: Kinovea programinda embriyolarin izlenmesi
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Sekil 6¢: ToxTrac programinda embriyolarin lokomotor aktivite analizlerinin yapilmast
5.7. Biyokimyasal Parametreler

5.7.1. Total protein tayini

Calisma prensibi:

Proteinlerin alkali ortamda bakir iyonlar: ile reaksiyona sokulmasi prensibi ile ¢aligmaktadir.
Bu reaksiyonda bakir iyonlarimin indirgenmesi fosfomolibdik-fosfotungstik asit reaktifi (folin
reaktifi) ile saglanmaktadir. Indirgenme ile olusan mavi renk spektrofotometrik olarak

dlciilmektedir. Olgiilen deger protein konsantrasyonu hakkinda bilgi vermektedir.
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Gerekli Cozeltiler:

o A cozeltisi (Sodyum karbonat cozeltisi (%2 g, 0,1 N NaOH’deki)): 0,4 g NaOH suda
¢ozdiiriildiikten sonra hacmi distile su ile 100 mI’ye tamamlanmistir. 2 g sodyum karbonat
hazirlanan 0,1 N NaOH c¢ozeltisinde ¢Ozdiriilmiis ve hacmi 0,1 N NaOH ¢o6zeltisi
eklenerek 100 ml’ye tamamlanmustir.

e Bakir siilfat cozeltisi (%1 g): 1 g bakir siilfat distile suda bir miktar ¢ozdiiriildiikten sonra
tizeri distile su ile hacmi 100 ml olacak sekilde tamamlanmustir.

e Sodyum potasyum tartarat cozeltisi (%2 g): 2 g sodyum potasyum tartarat bir miktar
distile suda c¢ozdiiriildiikten sonra iizeri distile su ile hacmi 100 ml olacak sekilde
tamamlanmgtir.

e B cozeltisi: Hazirlanan %1 g’lik bakir siilfat c¢ozeltisi ile % 2 g’lik sodyum potasyum
tartarat ¢ozeltisi 1/1 oraninda olacak sekilde karistirilmistir.

o C cozeltisi: 50 ml A ¢ozeltisi ve 1 ml B ¢ozeltisi karigtirilmistir.

e Folin cozeltisi: 100 g sodyum tungstat, 25 g sodyum molibdat.2H,O, 50 ml %85 g’lik
fosforik asit, 100 ml derisik durumda olan HCI ve 700 ml distile su bir balona konularak
10 saat geri sogutucu altinda kaynatilmistir. Kaynatildiktan sonra sogutulmaya
birakilmistir. Bu ¢ozelti lizerine 150 g Li,SOy ilave edildikten sonra geri sogutucu altinda
15 dk daha kaynatilmigtir. Soguduktan sonra 5-6 damla brom eklenmistir. Bu eklentiden
sonra sari-yesil renkte ¢ozelti elde edilmistir. Uzerine tamami 1000 ml olacak sekilde
distile su eklenmistir.

e Serum fizyolojik (%0,9 g NaCl): 0,9 g NaCl biraz suda ¢ozdiiriildiikten sonra hacmi 100
ml olacak sekilde distile su eklenmistir.

e Protein stok standart cozeltisi (%100 mg’lik albumin ¢ozeltisi):100 mg albumin bir
miktar serum fizyolojikte ¢ozdiiriildiikten sonra hacmi 100 ml olacak sekilde serum
fizyolojik ile tamamlanmusgtir.

e Protein calisma standart cozeltileri: Protein stok ¢dzeltiden uygun hacimler alinarak %5,
%10, %15 mg albumin igerecek sekilde serum fizyolojik ile seyreltilerek hazirlanmistir.

Deneyin Yapilis::

5 deney tiipti alinmis numune (N), standart 1 (Stl), standart 2 (St2), standart 3 (St3) ve kor
(K) olarak isaretlenmistir ve tablo 5’de belirtildigi sekilde ¢alisiimistir.
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Tablo 5: Total protein tayini

Numune St1 St2 St3 Kor
) %S5 mg %10 mg %15 mg (K)
Albumin | Albumin | Albumin
Albumin - 25 ul 50 ul 75 ul -
(%100mg)
Doku homojenati 10 ul - - - -
(veya siipernatanat)

Serum fizyolojik 490 ul 475 ul 450 ul 425 ul 0,5 ml
Toplam hacim 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
Vortekste karistirilmigtir.

C ¢ozeltisi 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml 3 ml

Vortekste karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dk bekletilmistir.
Folin ayiraci 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml

Tablo 5°de belirtilen sekilde isleyis tamamlandiktan sonra elde edilen cozeltiler vortekste
karigtirllmis ve oda sicakliginda, karanlikta 30 dk bekletilmistir. 30 dk sonunda 500 nm’de
cam kiivette kore karsi abzorbanslar kaydedilmistir. Standart grafigi ¢izilirek doku protein

miktar1 hesaplanmistir (Lowry ve ark., 1951).

5.7.2. Oksidan ve antioksidan parametrelerin incelenmesi
5.7.2.1. Siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesi tayini
Calisma prensibi:

SOD aktivitesi, riboflavin ile duyarlandirilmis o-dianisidinin foto-oksidasyon hizini arttirma
yetenegi olarak oOlc¢lilmektedir. Riboflavinin floresans 15181 etkisiyle olusturdugu siiperoksit
radikali, ortamdaki SOD’un etkisiyle hidrojen peroksite donlismektedir. H,O; ise o-dianisidin
ile reaksiyona girerek renkli bir iirlin olusturmaktadir. SOD aktivitesi ne kadar ¢ok ise renkli
irin olusumu da o kadar fazla olur. Olusan renkli {iriinlin abzorbansi 460 nm’de

spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir (Mylorie ve ark.,1986).
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Gerekli Cozeltiler:

e Fosfat Tamponu (50 mM, pH=7,8): 0,136 gram KH,PO, ve 0,697 gram K,HPO, tartilip
ayr1 ayri biraz distile su i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra birlestirilmis ve hacmi distile su ile
100 ml’ye tamamlanmistir. Hacim 100 ml’ye tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilirek
7,8’e ayarlanmustir.

e Fosfat tamponu + 0,1 mM’hk Na-EDTA: 0,0037 gram Na-EDTA 50mM’lik fosfat
tamponunda ¢6zdiiriildiikten sonra hacmi 100 ml olacak sekilde 50 mM’lik fosfat tamponu
ile tamamlanmustir.

e Potasyum fosfat tamponu (10 mM, pH=7,5): 0,041 gram KH,PO4 ve 0,122 gram
K,HPO,4 ayr ayn distile su i¢inde ¢ozdiiriildiikten sonra birlestirilmis ve hacmi 100 ml
olacak sekilde distile su ilave edilmistir. Hhacim tamamlanmadan 6nce pH kontrol edilerek
7,5’a sabitlenmistir.

¢ Riboflavin (0,2 mM): 7,5 mg riboflavin pH=7,5 olan 100 ml potasyum fosfat tamponunda
¢Ozdirilmiistiir.

e o-dianisin (6 mM): 19 mg o-dianisin 10 ml distile suda ¢ozdiirtildiikten sonra
kullanilacagi zaman siizdiirilmiistiir.

Deneyin Yapihisi:

% 10 gramlik doku homojenat1 10 dk boyunca 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatant
almarak 1/10 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek tablo 6’da gosterildigi gibi

calisilmistir.
Numune, standart ve kor olmak {izere ii¢ deney tiipline ayrilmistir.

Tablo 6: SOD aktivitesi tayini

Numune Kor

Fosfat tamponu + 0,1 2,6 ml 2,6 ml

mM lik Na-EDTA

o- dianisidin 0,1 ml 0,1 ml
Distile Su -- 0,1 ml

Dilue siipernetant 0,1 ml --

Her tiipe 30 s ara ile 0,2 ml riboflavin konduktan sonra vorteks ile karistirilmistir.
Plastik makro kiivette 460 nm’de abzorbans okunmustur.
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5.7.2.2. Lipit peroksidasyon (LPO) tayini
Calisma Prensibi:

LPO fiiriinii olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitiirik asit (TBA) arasindaki reaksiyon

sonucu olugan pembemsi rengin abzorbansi spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir.
Gerekli Cozeltiler:

e NaOH (1 M): 4 gram NaOH biraz distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra hacmi 100 ml olacak
sekilde distile su ile tamamlanmuistir.

o TBA cozeltisi (0,047 M): 500 mg TBA ile 6 ml 1 M’lik NaOH karistirilmis ve {izerine 69
ml distile su ilave edilmistir.

o Triklorasetik asit (TCA) cozeltisi (1,22 M, 0,6 M HCI’deki): 20 ml TCA (%100 g TCA)
ile 5 ml HCI (%37 g’lik, d=1,19 g/dI’lik HCI) karistirildiktan sonra hacmi distile su ile 100
ml olacak sekilde tamamlanmustir.

¢ n-butanol: Orijinal sisesinden kullanilmistir.

Deneyin Yapilis::

2 tane deney tiipli alinarak numune ve kor olmak iizere isaretlenmis ve tablo 7’de gosterildigi

gibi calisilmigtir.

Tablo 7: LPO aktivitesi tayini

Numune Kor
Doku homojenati 0,25 ml -
Distile su - -
TCA 1,25 ml -

Vortekste karistirildiktan sonra 15 dk bekletilmistir.
TBA 0,75 ml -
Vorteks ile karistirildiktan sonra 30 dk kaynar su banyosunda inkiibe edilmistir.

n-butanol 2 ml 1 ml

Cozeltilerin ilavesinden sonra deney tiipleri vortekslenmistir ve 10 dk boyunca 3000 rpm’de
santrifiij edilmistir. 1 ml butanol faz1 alinarak 532 nm’de cam kiivette kore kars1 abzorbanslar
not edilmistir. MDA igin saptanmis olan ekstinksiyon kat sayisi (1,56x10° M'em™)
kullanilarak sonuglar hesaplanmistir (Ledwozyw ve ark., 1986).
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5.7.2.3. Total nitrik oksit (NO) tayini
Calisma prensibi:

Nitrat, vanadyum (III) kloriir ile nitrite doniistiiriilmiistiir. Nitritle siilfanilamidin asidik
ortamda N-(1-Naftil) etilendiaminedihidrokloriir ile reaksiyonu sonucu kompleks diazonyum
bilesigi olusmustur. A¢iga cikan bu renkli kompleks 540 nm’de spektrofotometrik olarak

Olgiilmiistiir.
Gerekli Cozeltiler:

e 0,3 M NaOH cozeltisi: 0,6 g NaOH bir miktar distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra hacmi 50

ml olacak sekilde {izerine distile su eklenmistir.

o %10’luk ZnSO4: 5 g ZnSO,4 ya da 8,9 g ZnSO,..7 H,O bir miktar distile suda

¢Ozdiiriildiikten sonra hacmi 50 ml olacak sekilde tizerine distile su ilave edilmistir.

e 1 M HCI: 4,20 ml HCI ¢ekildikten sonra hacim 50 ml olacak sekilde iizerine distile su

ilave edilmistir.

e VCIz: 0,4 g VCl3, 1 M HCl’de ¢ozdiiriildiikten sonra {izeri aym ¢ozelti ile hacmi 50 ml

olacak sekilde tamamlanmistir.

e %5’ lik HCI: 5,67 ml %37°lik HCI’nin iizerine hacim 50 ml olacak sekilde distile su

eklenmistir.

e %2’lik SULF(Siilfanilamid): 0,5 g siilfanilamid 25 ml %35’ lik HCIl igerisinde

¢OzdiirtiImiistiir.

e %0,1’lik NEDD(N-(1-Naftil)-etilendiamindihidrokloriir): 0,025 g NEDD bir miktar

deiyonize suda ¢ozdiiriildiikten sonra hacmi distile su ile 25 ml’ ye tamamlanmistir.
Deneyin Yapilis::

Doku homojenat1 4000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. 0,3 ml siipernatant alinmis
tizerine 0,3 ml 0,3 M NaOH ilave edilmistir. Oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra
tizerine 0,3 ml % 10’luk ZnSOy4 ilave edilmistir. Vortekste karistirilmistir. +4’de 14000
rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir. Ust faz alarak +4’de 14000 rpm’de 5 dk boyunca
santrifiij islemine devam edilmistir. Iki adet deney tiipii alinmis, kor ve numune olarak

isaretlenerek tablo 8’de anlatildig1 sekilde calisiimistir.
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Tablo 8: NO tayini

Numune Kor
Deprotenize Sivi 0,3 ml -
Distile Su - 0,3 ml
VCl; 0,3 ml 0,3 ml
SULF 0,15 ml 0,15 ml
NEDD 0,15 ml 0,15 ml
30 dk 37 °C’de etiivde inkiibe edilmistir.

Kore karsi 540 nm’de abzorbans kaydedilmistir. Sonuclar 53000 M™'/cm™ ekstinksiyon

katsayist ile % pmol cinsinden hesaplanmistir (Miranda ve ark., 2001).
5.7.2.4. Katalaz (CAT) aktivitesi tayini
Calisma prensibi:

Katalaz enzimi; H,O, nin H,O’ya doniisiim reaksiyonunu katalizleyen enzimdir. Bu doniisiim
240 nm’de abzorbansin azalmasi ile takip edilebilmektedir. 1 dakikada abzorbanstaki azalma

katalaz enzimi aktivitesi ile ilgili oldugu bilinmektedir.
Gerekli Cozeltiler:

e Fosfat tamponu (50 mM, pH=7,0):
6,81 g KH,PO4 ve 8,90 g Na,HPO4.2H,0 ayr ayr1 biraz distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra
hacimleri ayr1 ayr1 distile su ile 1000 ml’ye tamamlanmistir. KH;PO4’den 1 hacim

Na,HPO4.2H,0O’dan 1,5 hacim alinarak ve pH=7"ye ayarlanarak karistirilmistir.

e H,0; cozeltisi (30 mM) + Fosfat tamponu: Yogunlugu d=1,11 g/ml olan % 30 g’lik H,O,
cozeltisinden 0,31 ml alinmis ve pH’s1 7 olan 50 mM’lik fosfat tamponu ile 100 ml’ye
seyreltilmistir.

Deneyin Yapihisi:

% 10 gramhik doku homojenati1 10 dakika boyunca 4000 rpm’de santriflij edilmistir.
Stipernatant alinarak 1/10, 1/20 veya 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek

caligilmistir.

Numune ve kor olarak isaretlenmis 2 ayr1 deney tiipii alinarak tablo 9°daki gibi ¢alisiimistir.
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Tablo 9: CAT aktivitesi tayini

Numune Kor
Fosfat tamponu - 0,2 ml
Dilue siipernatant 0,4 ml 0,4 ml
H202 ¢ozeltisi + fosfat tamponu 0,2 ml --

Cozeltiler kanistirildiktan 1 dk sonra 240 nm’de kuartz kiivette abzorbanslari okunarak
kaydedilmistir. Sonuglar ekstinksiyon katsayist 0,004 (0,00394) mM'/ mm ' géz oniine
alinarak hesaplanmistir (Aebi, 1974).

5.7.2.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST) aktivitesi tayini
Calisma prensibi:

GST aktivitesi tayini, GSH ve 1-kloro-2,4-dinitro-benzenin (CDNB) konjugasyonu ile olusan
iriiniin, 340 nm’deki abzorbansinin spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi esasina

dayanmaktadir.
Gerekli Cozeltiler:

e Sodyum fosfat tamponu (0,2 M, pH= 6,5): 0,534 gram Na,HPO4.2H,0O ve 2,3 gram
KH,PO, ayr1 ayn biraz distile suda ¢ozdiiriildiikten sonra karistirilmis ve hacim 100 ml
olacak sekilde iizerine distile su ilave edilmistir. Hacim 100 ml’ye tamamlanmadan 6nce
pH=6,5"e ayarlanmistir.

e Glutatyon (GSH) (60 mM): 1,84 gram glutatyon biraz distile suda ¢6zdiiriildiikten sonra
hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

e 1-klor-2,4-dinitro-benzen (CDNB) (60 mM): 1,22 gram CDNB bir miktar etanolde
¢Ozdiiriilmiis ve hacmi 100 ml’ye tamamlanmistir.

Deneyin Yapihisi:

%10 gramlik doku homojenati 10 dk boyunca 4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatant
aliarak 1/40 oraninda serum fizyolojik ile seyreltilerek ¢alisilmistir. Numune ve kor olarak

isaretlenmis iki tiip alinmig ve tablo 10°da anlatildig1 sekilde ¢alisilmistir.

Tablo 10: GST aktivitesi tayini

Numune Kor

Dilue siipernatant 0,5 ml --

SF veya Distile Su -- 0,5 ml
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Tablo 10: GST aktivitesi tayini (devam)

Numune Kor
GSH ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
CDNB ¢ozeltisi 0,05 ml 0,05 ml
Distile su 0,90 ml 0,90 ml
Toplam Hacim 3 ml 3 ml
Fosfat Tamponu 1,5 ml 1,5 ml

Tiim ¢ozeltiler karistirildiktan sonra 3 dakika stire (0., 1., 2., 3. dakikalarda) ile karigimin 340
nm’de abzorbanslari izlenmis ve kaydedilmistir. Abzorbans artis1 ile glutatyon ve CDNB’nin
konjugasyonu sonucu olusan {iriinii i¢in saptanmus olan ekstrinksiyon katsayis1 9,6 mM'xcm™
kullanilarak sonuclar hesaplanmistir. Enzimsel konjugasyon sonucundan, enzimsel olmayan

konjugasyon degerleri ¢ikarilmistir (Habig ve Jacoby, 1981).
5.7.2.6. Asetilkolinesteraz (AChE) aktivitesi tayini
Calisma prensibi:

AChHE ve butirilkolinesteraz, dogal substratlar1 olan asetilkolinin siilfiir analoglar1 olan asetil
ve butiril-tiyokolinin (AcSCh ve BuSCh) hidrolizini etkili bir sekilde katalize eder. Hidroliz
lizerine, bu substrat analoglar1 asetat (veya butirat) ve tiyokolin iiretmektedir. Yiiksek reaktif
ditiyobisnitro-benzoat (DTNB) iyonu varliginda tiyokolin, 5-tiyo-2 nitrobenzoat anyonunun

sarisini olusturmak i¢in reaksiyona girmektedir.
Gerekli Cozeltiler:

e Fosfat tamponu (100 mM pH:7,5): 1070 mg Na,HPOy4, 295 mg NaH,PO4 80 ml distile
suda ¢oziildiiriildiikten sonra hacmi 100 ml'ye tamamlanmugtir.

e Asetiltiyokolin iyodiir (75mM): 41,25 mg asetiltiyokolin iyodiir, 1 ml pH=7,5 olan 100
mM Fosfat tamponunda ¢ozdiirtilmiistiir.

e DTNB (10mM): 39,6 mg DTNB 10 ml fosfat tamponunda ¢ozdiiriilmiistiir.
Embriyo i¢in homojenat 1/10 oraninda seyreltme seklinde gerceklestirilmistir (Tablo 11).

Tablo 11: AChE aktivitesi tayini

Numune
Fosfat Tamponu 650ul
DTNB 25ul
Ornek 100ul
Abzorbanstaki artigin sabitlenmesini beklenir (10 dk)
Asetiltiyokolin iyodiir \ 5ul
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412 nm’de 3 dakika boyunca dakikada bir olarak alinan abzorbans degerleri kaydedilmistir.
Hesaplama: 5,74*(10"-4) *AA/Co
Co: Dokunun ilk konsantrasyonu(mg/ml)

AA: Ortalama abzorbans farki (Ellman ve ark., 1961)
5.8. Gen ifadesi Analizleri
5.8.1. RNA ekstraksiyonu

RNA izolasyonlar1 RNeasy Mini kit ile Qiacube (Qiagen) aleti kullanilarak yapilmistir. RNA
izolasyonu i¢in, embriyolara RLT lizis tamponu eklenerek homojenize edilmistir. Daha sonra
lizata etanol eklenerek RNA’nin RNeasy membranina baglanabilmesi icin gerekli kosullar
saglanmis ve Ornekler RNeasy spin kolonuna aktarilmistir. Total RNA membrana
baglandiginda kontaminantlarin da yikanmasi ile RNA eliisyonu RNase-free su iginde
gerceklestirilmistir. Baglanma, yikanma ve eliisyon islemleri Qiacube (Qiagen) izalosyon

cihaz1 kullanilarak yapilmistir.
5.8.2. cDNA eldesi

Elde edilen RNA oOrneklerinden cDNA sentezi, RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak
gergeklestirilmistir.

5.8.3. RT PCR ile gen ekspresyon analizi

Istenilen genlerin ekspresyonlar;, ‘RT2 SYBR Green master mix’ karigimina elde edilen
cDNA orneklerinin eklenmesi seklinde RT-PCR aleti kullanilarak tespit edilmistir. House

keeping gen olarak B-aktin kullanilmistir. Her bir 6rnek tiger defa ¢alisilmustir.
5.8.4. Delta Delta CT metodu ile veri analizi

Verilerin analizi house keeping gen B-aktin ile normalizasyona dayali delta delta CT (AACT)
metodu kullanilarak yapilmistir. Bu yontem ile PCR’da belirlenen esik deger dongii sayisi
(threshold cycle number=Ct), kontrol ve arastirilan gen igin karsilagtirilmistir. Kontrol
(referans) ile incelenecek gen bolgesi arasindaki Ct deger farkliligi housekeeping gen ile
normalize edilip AACt orani belirlenerek bulunmustur. ‘Housekeeping’ genler tiim ¢ekirdekli
hiicrelerde aktif olarak bulunan genlerdir ve bunlara spesifik primerlerle amplifiye edilerek

belirlenmektedirler. Bu amagcla kullanilan gen bdlgeleri arasinda B-aktin, albumin, p-globin,
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hipoksantin fosforibozil transferaz sayilabilir. Bu tez ¢alismasinda house keeping gen olarak

B-aktin kullanilmigtir.
Karsilastirmali Ct metodu ayn1 zamanda 2— [delta][delta]Ct olarak bilinmektedir.
[delta] [delta] Ct = [delta] Ct, érnek - [delta] Ct, referans

Bu formiilde [delta]CT, ornek; ilgilenilen 6rnege ait Ct degeri ile housekeeping genin Ct
deger farkliligidir. [delta]CT, referans ise kontrole ait Ct degeri ile housekeeping genin Ct
deger farkliligidir (Yuan ve ark., 2008)

5.9. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizi One-Way Anova sonrasi Post Hoc Tukey Coklu Karsilagtirma
Analizi kullanilarak Graph Pad Prism 9 Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
istatistik programi ile yapilmistir. Sonuglar Ortalama+Standart Sapma seklinde verilmis ve

p<0,05 anlamli olarak degerlendirilmistir.
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6. BULGULAR

6.1. Dozimetreye Ait Bulgular

Her bir maruziyet grubu i¢cin OSL dozimetreler araciligiyla mSv cinsinden ortalama maruziyet
dozlar1 hesaplanmistir. Dozimetre sonuglarinda belirlenen siirelerde viicut dozu ve deri dozlar1

Olclilmiis ve ortalama sonuglar Tablo 12°de gosterilmistir.

Tablo 12: X-1s1n1 maruziyet siirelerine gore viicut ve deri dozlari

Isinlama siiresi Viicut dozu (mSv) Deri dozu (mSv)
0,08 s (S-XR) 7,17 8,33

0,15 s (M-XR) 23,17 27,67

0,30 s (L-XR) 63,83 78,00

6.2. Gelisimsel Parametrelere Ait Bulgular

Kontrol ve periapikal radyasyon dozu uygulanan gruplardaki zebra baligi embriyolarinda
fertilizasyon sonras1 24., 48. ve 72. saatlerdeki izlenen malformasyonlar Sekil 7° de
verilmistir. 0,08 saniye grubunda 72. saatte siklikla perikardiyal 6deme rastlanmistir. 0,15
saniye maruziyet uygulanan grupta ise 48 ve 72. saatlerde perikardiyal 6dem goézlenmistir.
0,30 saniye x-151n1 uygulanan grupta ise 48 saatte ¢ogunlukla perikardiyal 6dem izlenirken 72.

saatte yolk kesesi ddemi ve skolyoza da siklikla rastlanmistir.
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Sekil 7: Kontrol, 0,08 saniye(S-XR), 0,15 saniye (M-XR), 0,30 saniye (L-XR) diagnostik

periapikal radyasyon uygulanmis zebra balig1 embriyolarinda izlenen malformasyonlar
a: perikardiyal 6dem; b: yolk kesesi 6demi; c: skolyoz.
6.3. Mortalite ve Koryondan Cikis Oranlari

X-1511 maruziyet gruplarindaki zebra baligi embriyolarinda fertilizasyon sonraki 24, 48 ve
72. saatte mortalite ve koryondan c¢ikis oranlarmin karsilastirilmast Sekil 8 ve 9°da
goriilmektedir. Buna gore 48. saatte kontrol grubu ile kiyaslandiginda 0,15 s, 0,30 s
gruplarinda mortalite oranlar1 istatistiksel olarak anlamli derecede artmistir (p<0,01). 72.
saatte kontrol grubu ile kiyaslandiginda 0,30 s grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede
artig goriilmistlir (p<0,0001). 72. Saatte 0,08 s grubu ile kiyaslandiginda 0,30 s grubunda
istatistiksel olarak anlamli derecede artis goriilmiistiir (p<0,0001). 72. Saatte 0,15 s grubu ile
kiyaslandiginda 0,30 s grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede artis saptanmistir

(p<0,0001) (Sekil 8).

Koryondan ¢ikma oranlar1i kontrol grubunda %100 iken maruziyet gruplarinda kontrole
kiyasla daha diisiik goriilmiistiir. 0,15 s grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiis gozlenmistir (p< 0,05) (Sekil 9).
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Sekil 8: Kontrol ve maruziyet gruplarinda fertilizasyondan sonraki 24., 48., 72. saatlerdeki

mortalite oranlarinin karsilagtiriimasi
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Sekil 9: Kontrol ve maruziyet gruplarinda fertilizasyondan sonraki koryondan c¢ikis

oranlariin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*EH%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.4. Gruplarin Davrams Analizi Sonuclar:

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin davranis analizlerinin sonuglar1 Sekil 10A, 10B
ve 10C’de verilmistir. Ortalama hiz, kontrol grubu ile kiyaslandiginda 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s
gruplarinda anlamli derecede azalmistir (p<0,0001) (Sekil 10A).
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Katedilen mesafe ve kesif oranlari, kontrol grubu ile kiyaslandiginda tiim gruplarda

istatistiksel olarak anlamli derecede azalma goézlenmistir (p<0,0001) (Sekil 10B ve 10C).
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Sekil 10: Kontrol ve maruziyet gruplarinda ortalama hiz (A), katedilen mesafe (B) ve kesif

oranlarinin (C) karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*EH%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.5. Biyokimyasal Parametrelere Ait Sonuclar

6.5.1. Siiperoksit dismutaz analizi sonuclar:

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin siiperoksit dismutaz (SOD) analizlerinin sonuglari
Sekil 11°de verilmistir. Buna gére SOD degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim
maruziyet gruplarinda anlamli derecede azalma goézlenmistir (sirasiyla; p<0,05; p<0,01;

p<0,01).
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Sekil 11: Kontrol ve maruziyet gruplarinda SOD sonuglarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*A**p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.5.2. Lipit peroksidasyon analizi sonuclar:

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin lipit peroksidasyon (LPO) analizlerinin sonuglari
Sekil 12’de verilmistir. Buna gére LPO degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda tim

maruziyet gruplarinda anlamli derecede artis gostermistir (sirastyla p<0,05; p<0,05; p<0,01).
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Sekil 12: Kontrol ve maruziyet gruplarinda LPO sonuglarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*EH%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.5.3. Nitrik oksit analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin nitrik oksit (NO) analizlerinin sonuglart Sekil
13’de verilmigtir. Buna gore NO degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim maruziyet
gruplarinda anlamli derecede artis gozlenmistir (sirasiyla; p<0,05; p<0,01; p<0,001). 0,08
saniye ile kiyaslandiginda 0,30 saniyede NO degerlerinde anlaml1 derecede artis goriilmiistiir

(p<0,05).
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Sekil 13: Kontrol ve maruziyet gruplarinda NO sonuglarinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.5.4. Katalaz analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin katalaz (CAT) analizlerinin sonuglar1 Sekil 14°de
verilmistir. Buna gére CAT degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda 0,08 saniye ve 0,15
saniye periapikal radyasyona maruziyet gruplarinda anlamli derecede azalma gdstermistir

(strasiyla; p<0,0001; p<0,01). 0,08 saniye ile karsilastirildiginda 0,15 saniyede CAT
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degerlerinde anlamli derecede artis goriilmistiir (p<0,001). CAT seviyelerinde 0,15 saniye ile
karsilastirildigina 0,30 saniyede anlamli derecede artis gozlenmistir (p<0,05). Ayrica 0,08
saniyeye kiyasla 0,30 saniyede CAT seviyelerinde anlamli derecede artis goriilmiistiir

(p<0,0001).
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Sekil 14: Kontrol ve maruziyet gruplarinda CAT sonuglarinin karsilastirilmast

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*EH%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.5.5. Glutatyon-s-transferaz analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin glutatyon-s-transferaz (GST) analizlerinin
sonuglart  Sekil 15’de verilmistir. Buna gore GST degerleri kontrol grubuyla
karsilastirildiginda tiim maruziyet gruplarinda anlamli derecede artis gostermistir (sirasiyla;

p<0,01; p<0,0001; p<0,0001).
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Sekil 15: Kontrol ve maruziyet gruplarinda GST sonuglarinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*A**P<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.5.6. Asetilkolin esteraz analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin asetilkolin esteraz (AChE) analizlerinin sonuglari
Sekil 16’da verilmistir. Buna gére AChE degerleri kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim
maruziyet gruplarinda anlamli derecede azalma gozlenmistir (sirasiyla; p<0,01; p<0,001;
p<0,0001). AChE degerlerinde 0,08 saniye ile kiyaslandiginda 0,30 saniyede anlamli
derecede azalma gozlenmistir (p<0,01). Ayrica 0,15 saniye ile kiyaslandiginda 0,30 saniyede

AChE seviyelerinde anlamli derecede azalma gozlenmistir (p<0,05).
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Sekil 16: Kontrol ve maruziyet gruplarinda AChE sonuglarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 1ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6. Gen ifadesi Analiz (RT-PCR) Sonuglar
6.6.1. bax ekspresyonu analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin bax ekspresyon analizinin sonuglart Sekil 17°de
verilmistir. Buna gore bax ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim maruziyet
gruplarinda anlamli derecede artis gozlenmistir (sirasiyla; p<0,05; p<0,001; p<0,001). 0,08
saniye ile kiyaslandiginda 0,15 saniyede bax ekspresyonu seviyelerinde anlamli derecede artis

goriilmistiir (p<0,01).
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Sekil 17: Kontrol ve maruziyet gruplarinda bax ekspresyonlarinin karsilastirilmast

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.2. bcl2a ekspresyonu analizi sonuclar:

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin bc/2a ekspresyon analizinin sonuglart Sekil 18°de
verilmistir. Buna gore bc/2a ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda 0,08 saniyede
anlamli derecede azalma gozlenmistir (p<0,01). 0,08 saniye ile karsilastirildiginda 0,15
saniyede bcl2a ekspresyonu seviyelerinde anlamli derecede artis goriilmiistiir (p<0,01). bcl2a
ekspresyonu seviyelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda 0,30 saniyede anlamli derecede
artis  gozlenmistir (p<0,01). 0,08 saniye ile karsilastirildiginda bcl2a ekspresyonu

seviyelerinde 0,30 saniyede anlamli derecede artis gdzlenmistir (p<0,0001).
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Sekil 18: Kontrol ve maruziyet gruplarinda bc/2a ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*A*E*P<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.3. p53 ekspresyonu analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin p53 ekspresyon analizinin sonuglar1 Sekil 19’da
verilmistir. Buna gore p53 ekspresyonu kontrol grubuyla karsilagtirildiginda 0,15 saniyede
anlaml derecede artis gozlenmistir (p<<0,0001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 0,30
saniyede p353 ekspresyonu seviyelerinde anlamli derecede artis goriilmiistiir (p<0,05). 0,08
saniye ile karsilastirildiginda p53 ekspresyonu seviyelerinde 0,15 saniyede anlamli derecede
artis gozlenmistir (p<<0,001). 0,15 saniye ile kiyaslandiginda 0,30 saniyede p53 ekspresyonu

seviyelerinde anlaml1 derecede azalma saptanmustir (p<<0,01).
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Sekil 19: Kontrol ve maruziyet gruplarinda p353 ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 1ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.4. syn2a ekspresyonu analizi sonuc¢lari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin syn2a ekspresyon analizinin sonuglar1 Sekil 20°de
verilmistir. Buna gore syn2a ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim maruziyet
gruplarinda anlamli derecede azalma gozlenmistir (sirastyla; p<0,0001; p<0,0001; p<0,0001).
0,08 saniye ile kiyaslandigina syn2a ekspresyonu seviyelerinde anlamli derecede 0,15
saniyede anlamli azalma saptanmistir (p<0,05). syn2a ekspresyonu seviyelerinde 0,08 saniye

ile karsilastirildiginda 0,30 saniyede anlamli derecede azalma goriilmiistiir (p<<0,01).
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Sekil 20: Kontrol ve maruziyet gruplarinda syn2a ekspresyonlarinin karsilastirilmast

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.5. neurogl ekspresyonu analizi sonuc¢lar:

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin neurogl ekspresyon analizinin sonuglart Sekil
21°de verilmistir. Buna gore neurogl ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda 0,15
saniyede anlamli derecede azalma gozlenmistir (p<0,05). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda

anlamli derecede 0,30 saniyede azalma saptanmistir (p<0,05).
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Sekil 21: Kontrol ve maruziyet gruplarinda neurog! ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 1ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.6. altiibiilin ekspresyonu analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin a/fubulin ekspresyon analizinin sonuglar1 Sekil
22’de verilmistir. Buna gore a/ltubulin ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda 0,08
saniye ve 0,15 saniye maruziyet gruplarinda anlamli derecede artis gozlenmistir (sirasiyla;
p<0,001; p<0,01). Kontrol grubu ile kiyaslandiginda altubulin ekspresyonu degerlerinde
0,30 saniyede azalma goriilmiistiir (p<0,05). 0,08 saniye ile kiyaslandiginda 0,30 saniyede
oltubulin ekspresyonu seviyelerinde azalma gozlenmistir (p<0,0001). 0,15 saniye ile

karsilagtirildiginda 0,30 saniyede altubulin ekspresyonu degerlerinde azalma saptanmistir
(p<0,0001).
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Sekil 22: Kontrol ve maruziyet gruplarinda o/ tubulin ekspresyonlarinin karsilastiriimasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*A**p<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.7. elavi3 ekspresyonu analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin elav/3 ekspresyon analizinin sonuclar1 Sekil 23°de
verilmistir. Buna gore elavi3 ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim maruziyet

gruplarinda anlamli derecede azalma gozlenmistir (sirastyla; p<0,01; p<0,001; p<0,001).
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Sekil 23: Kontrol ve maruziyet gruplarinda elav/3 ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*A**P<0,0001 ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.8. eif4eb ekspresyonu analizi sonuglari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin eif4eb ekspresyon analizinin sonuglar1 Sekil 24°de
verilmistir. Buna gore eif4eb ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim maruziyet
gruplarinda anlamlhi derecede artis gézlenmistir (sirasiyla; p<0,001; p<0,0001; p<0,0001).
0,08 saniye ile kiyaslandigina eif4eb ekspresyonu seviyelerinde anlamli derecede 0,15
saniyede anlamli artis saptanmustir (p<0,05). eif4eb ekspresyonu seviyelerinde 0,08 saniye ile

karsilastirildiginda 0,30 saniyede anlamli derecede artis goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 24: Kontrol ve maruziyet gruplarinda eif4eb ekspresyonlarinin karsilastirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*EH%p<0,0001 1ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.9. adsl2a ekspresyonu analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin ads/2a ekspresyon analizinin sonuglar1 Sekil
25’de verilmistir. Buna gore adsl2a ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda tiim
maruziyet gruplarinda azalma anlamli derecede azalma gozlenmistir (sirasiyla; p<0,0001;
p<0,0001; p<0,001). 0,08 saniye ile karsilastirildiginda 0,15 saniyede ads/2a seviyelerinde
artis goriilmiistiir (p<0,001). adsl2a seviyelerinde 0,08 saniye ile kiyaslandiginda 0,30

saniyede anlamli derecede artis saptanmistir (p<<0,001).
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Sekil 25: Kontrol ve maruziyet gruplarinda ads/2a ekspresyonlarinin karsilagtirilmasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%%p<0,0001 1ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

6.6.10. shank3a ekspresyonu analizi sonuclari

Kontrol, 0,08 s, 0,15 s ve 0,30 s gruplarinin shank3a ekspresyon analizinin sonuglar1 Sekil
26’da verilmistir. Buna gore shank3a ekspresyonu kontrol grubuyla karsilastirildiginda 0,15
ve 0,30 saniye maruziyet gruplarinda anlamli derecede azalma gozlenmistir (sirasiyla;
p<0,0001; p<0,0001). 0,08 saniye ile karsilastirildiginda shank3a ekspresyon seviyelerinde
0,15 ve 0,30 saniyelerde anlamli derecede azalma gorilmiistir (sirasiyla; p<0,0001;

p<0,0001).
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Sekil 26: Kontrol ve maruziyet gruplarinda shank3a ekspresyonlarinin karsilastiriimasi

Degerler ortalama + standart sapma seklinde verilmistir. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;

*H%%p<0,0001 1ilgili gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede farkli. K: Kontrol; S-XR:
0,08 saniye; M-XR: 0,15 saniye; L-XR: 0,30 saniye.

59



7. TARTISMA VE SONUC

Iyonize radyasyon sinifinda yer alan x 1smlar1 dis hekimligi radyodiagnostiginde diisiik
dozlarda ve klinik pratikte siklikla kullanilmaktadir. X 1sinlarinin genleri mutasyona ugratarak
ve DNA'da birtakim degisiklikler meydana getirerek reaktif bilesikler olusmasina yol agan
potansiyel mutojenik bir ajan oldugu bilinmektedir. X 1sinlarina maruz kalan hiicrelerde tamir
mekanizmalar1 diizgiin c¢alismadiginda kanser ve benzeri hastaliklar ile hiicre oliimi

gerceklesmektedir (Srinivas ve ark., 2017).

Cevresel ve kimyasal etkenlerle iyonize ve ultraviyole radyasyona maruz kalinmasi hiicresel
diizeyde serbest radikallerin artisina, DNA hasarina, oksidatif strese ve dolayli olarak kanser
mekanizmasinin devreye girmesine sebep olmaktadir. Radyasyonun canli organizmalar
tarafindan abzorbsiyonuyla kimyasal ve biyolojik etkiler meydana gelmektedir. Elementlerin
dis orbitallerindeki elektronun sokiilmesi ile maddenin kimyasal 6zelligini degistirmekte ve
bu degisim makromolekiillerde (DNA-RNA) veya su molekiillerinde gerceklesebilmektedir
(Valko ve ark., 2006). Ayrica x-isinlarmin DNA iizerindeki etkilerinin incelendigi bir
calismada hasar kodlayan genin radyasyon maruziyetle artis1 ve timoral gelismelere sebep

oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2023).

Iyonize radyasyonun kanserojen etkileri bilinmekle beraber diisiik doz iyonize radyasyonun
biyolojik etkilerine dair arastirmalar giiniimiizde de devam etmektedir. Ozellikle hamilelik
doneminde tani, tedavi veya tibbi miidahale nedeniyle radyasyona maruz kalinmasi fetiis
acisindan oldukgca risklidir. Anne karnindaki siirecte iyonize radyasyon maruziyeti teratojenik,
kanserojenik ve mutajenik etkilere yol acabilmektedir (Dunn ve ark., 1990; Zareen ve ark.,

2009).

Radyasyonun yiiksek boliinme yetenegi olan hiicrelerde etkisi diger hiicrelere oranla daha
fazladir. Embriyonel hiicreler hizli boliinme 6zelliklerinden dolayr radyasyondan daha fazla
etkilenmektedirler. Embriyonun gelisimi sirasinda biiylime geriligi, kafa ve beyin gelisiminde
eksikler oldugu bildirilmistir. Ozellikle erken fetal dénemde (hamileligin 8-15. haftalar) esik
dozdan bagimsiz radyasyona maruz kalinmasi merkezi sinir sistemi, gonatlar ve optik
hiicreler asir1 duyarlilik gostermektedir. Diisiik doz radyasyonun noral gelisime, mikrosefaliye

ve mental gerilige sebep oldugu gosterilmistir (Williams ve ark., 2010).

Teratojen etkilerini degerlendirmek i¢in gebe farelere x 151n1 radyasyonu uygulanan bir

calismada embriyolarin gelisme siiregleri incelenmistir. Radyasyona maruz kalan farelerin
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embriyogenik gelisimlerinin zarar gordiigii ve organogenezin hangi sathasinda uygulandigina

gore ciddi hasar aldig1 bildirilmistir (Hande & Devi, 1995).

Bir bagka ¢alismada preimplantasyon (gebeligin ilk ii¢ haftasi) evresinde radyasyona maruz
kalan gebe farelerde dogum oncesi oliimle daha sik karsilasildigi, organogenez sathasinda
maruz kalan gebe farelerde ise dogum sonrasi 6liim ve anomalilerle karsilasildig: bildirilmistir

(Russell & Russel, 1954).

Organogenez sathasi (hamileligin 2-7. haftalar1) ve erken fetal periyod (hamileligin 8-15.
haftalar1) fetiisiin radyasyona en duyarli oldugu donemlerdir (Williams ve ark., 2010).
Radyasyona maruziyet caligsmalarinin insan iizerinde yapilmasi miimkiin olmadigindan
genomik benzerligi yliksek olan hayvan modellerinde ¢aligmalar yapilmasi onerilmektedir

(Driscoll ve ark., 1990).

Cyprinidae ailesine ait kiiciik bir teleost balig1 olan zebra baligi, 6zellikle nérobilim, kanser,
toksikoloji ve farmakoloji alanlarinda biyolojik tibbin model organizmasi olarak siklikla
kullanilmaktadir. (Karaman ve ark., 2020). Insan genlerinin ortologuna %76 oraninda sahip
olup ozellikle genetik arastirmalarda son yillarda tercih edilen bir model organizma haline
gelmistir (Sieber ve ark., 2019). Bu genomik benzerlikleri sayesinde terotojenik etkilerin
degerlendirilmesinde de kullanilmaktadir (Bambino & Chu, 2017). Ozellikle nérodavranissal
hareketleri inceleyebilmek icin de zebra baligi modeli Onerilmektedir. Ayrica g¢evresel
faktorlerin ve endokrin bozucu kimyasallarin bagisiklik sistemi, hematopoetik sistem gibi
viicut sistemleri iizerine etkilerinin degerlendirilmesinde zebra baligi embriyolar1 kolaylikla

kullanilmaktadir (Mrinalini ve ark., 2023).

Yolk kesesi, zebra balig1 embriyolarinin beslenmeyi saglayan vitellogenin maddesini igeren
yasamsal kesedir. Yapilan arastirmalarda toksik maddelere maruz kalan vitellogenin
maddesinin embriyo beslenmesini negatif yonde etkiledigi bildirilmistir (Sant & Timme-
Laragy, 2018). Galleria mellonella cinsi kelebek larvasina uygulanan gama radyasyonunun
vitellogenin ekspresyonunu etkiledigi tespit edilmistir (Zaghloul ve ark., 2017). Bu tez
calismasinda da yolk kesesi 6deminin goriilmesi onceki aragtirmalarin bulgulari ile uyumlu

bulunmustur.

Cevresel faktorlerin arasinda degerlendirilen x 151n1 ile zebra baligi embriyolariin gelisimleri
arasindaki iliski bir¢ok arastirmada degerlendirilmistir (Zhou ve ark., 2014; Vagberg ve ark.,
2015; Zhou ve ark., 2016; Santos- Rasera ve ark., 2022; Karagdéz ve ark., 2023). Bu

arastirmalardan birinde organizmada olusan hasarin apoptoz, oksidatif stres, ndrogenez
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etkileri detayli olarak incelenmis ve embriyolojik gelisimin radyasyon toksisitesi

olusumundan etkilendigi bildirilmistir (Gan ve ark., 2019).

Zebra baliginda gama ve x 1511 radyasyonunun radyoprotektif etkilerinin degerlendirildigi bir
caligma gerceklestirilmistir. Calismaya gore diisiik LET degerine sahip x 1sininda radyoprektif
ajanin etkili oldugu, gama radyasyonda hasarin daha siddetli oldugu tespit edilmistir (Zhou ve
ark., 2016).

Bu ¢alismada da periapikal rontgen cihazi ile {i¢ farkli ekspojur siiresinde (0,08, 0,15, 0,30 s)

x-151n1 uygulanmis ve model organizma olarak zebra balig1 embriyolari tercih edilmistir.

Atomun yoriingesindeki elektronlarin radyasyon neticesinde yerinden sokiilmesi ile maddenin
molekiiler yapisinda bazi degisiklikler meydana gelmektedir (Valko ve ark., 2006). Bu
degisiklikler hiicredeki DNA ve RNA gibi makromolekiillerde hasar meydana gelmesine
sebep olur. Meydana gelen hasar hiicrenin apoptoz mekanizmasi ile giderilmeye caligilir.
Ayrica yapilan arastirmalarda epigenetik ve cevresel faktorlerin apoptoz dengesinde ve
oksidatif stres belirteci olan parametrelerde bozulma meydana geldigi bildirilmistir. Iyonize
radyasyonun hiicrelerde abzorbsiyona ugramasi sonucu da oksidatif stres parametrelerinde ve

apoptoz dengesinde degisiklikler meydana gelmektedir.

Yapilan bir calismada dis hekimliginde tani amagli panoramik rontgen alinan hastalardan
bukkal mukozalarindan siiriintii (swab) Ornekleri alinmis ve bu 6rnekler mikroniikleus testi
yapilarak DNA hasarlar1 hesaplanmigtir. Calismanin sonuglarina gére x-1s1nina maruz kalan
bukkal mukoza hiicrelerinde sitotoksite ve DNA hasar1 kontrol grubuna gore istatistiksel

olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (Karabas ve ark., 2019).

Iyonize radyasyonun bagisiklik sistemini de etkiledigi gosterilmistir (Lumniczky ve ark.,
2021). Apoptoz mekanizmasi bagisiklik sisteminin asir1 aktivasyonu ve doku hasar1 olugsmasi
durumunda devreye girerek programlanmis hiicre Oliimiiniin gerceklesmesine yardimci

olmaktadir (Coskun & Ozgiir, 2011).

Zebra baligi embriyolarinda 1, 3 ve 7 Gy’lik '*C**

iyonu gama radyasyonu maruziyetinde
mitokondriyal reaktif oksijen tiirlerindeki degisikler ve oksidatif stresi indiikleyen ferulik
asitin etkisinin incelendigi bir arastirmada 8 hpf’de embriyolara uygulanan 1, 3 ve 7 Gy’lik
2o iyonu gama radyasyonu sonucunda doz artisi ile reaktif oksijen tiirlerinde ve oksidatif

streste anlaml1 derecede artis gézlendigi bildirilmistir (Si ve ark., 2013).

4 Gy karbon iyonu radyasyonuna maruz birakilan fare beyninde yapilan bir diger in vivo

calismada melatoninin apoptoz regiilasyonuna etkisi arastirilmistir. Arastirmaya gore
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radyasyona maruz birakilan fare beyinlerinin 12 saat sonra oksidatif durumuna, pro- ve anti-
apoptoz hiicre protein seviyeleri incelenmistir. Isinlanan farelerde oksidatif stres ve apoptozda

onemli bir artis goriilmistiir (Liu ve ark., 2012).

5 Gy gama radyasyona maruz birakilan sicanlarin hiicrelerinde yapilan ¢alismada 5, 30, 60,
120 dakika arayla reaktif oksijen tiirii seviyeleri incelenmis ve ilk 5 dakikada ciddi bir artig
gorilmiistiir. Ancak apoptoz mekanizmasinin devreye girmesi ile reaktif oksijen tiirlerinde
diisiis de artisin hemen ardindan izlenmistir. Ancak maruziyetin ardindan dakikalar i¢indeki
degisim incelendiginde 120 dakikada yeniden reaktif oksijen tiirlerinde ciddi artig goriilmiis

ve oksidatif stresin arttig1 bildirilmistir (Yoshida ve ark., 2012).

Ote yandan diisiik LET (<100 mGy) degerlerine sahip radyasyonun da apoptoz-antiapoptoz
dengesinin bozulmasina, DNA hasarina ve oksidatif streste artisa sebep oldugunu belirten bir
derleme makalede oksidatif stresin epigenetik mekanizma iizerine etkileri oldugunu
tartismisti. Hamilelik silirecinde maruz kalian diisiik LET degerlerinin olasi etkileri
degerlendirilmis ve intrauterin hayatin hiicresel diizeyde gelisiminin etkilenebilecegi

vurgulanmigtir (Tharmalingham ve ark., 2017).

Hurem ve arkadaslar1 zebra baligi embriyolarinda 0,4, 3,9, 15, 38 mGy/s gama radyasyon
uygulayarak gelisimleri ve apoptoz siiregleri iizerinde incelemeler yapmis ve ¢alisma sonucu
uygulanan en diisiik dozun bile apoptoz mekanizmasinin devreye girmesine sebep oldugunu,
belirlenen dozlarda maruziyet siiresinin artisityla apoptoz belirteglerinin artis gosterdigini

bildirmislerdir (Hurem ve ark., 2017).

Zhao ve ark. (2020) tarafindan disik doz gama 1sin1 radyasyonunun zebra baligi
embriyolarinda apoptoz ve beyin gelisimi iizerine yapilan arastirmada fertilizasyon sonrasi 2
hpf’de embriyolara 120 saat boyunca 15 mGy/s gama radyasyonu uygulanmistir. Uygulama
sonucunda beyin hiicrelerinde apoptozun arttig1 tespit edilmistir. Beyin dokusunda vakuollerin

ortaya ¢iktig1, bazi organellerin hasar gordiigii ifade edilmistir (Zhao ve ark., 2020).

Bu tez caligmasinda da apoptoz ve oksidatif stres parametrelerinde x-151n1 radyasyonu ve

maruziyet siiresine gore degisiklikler oldugu tespit edilmistir.

Stiperoksit dismutaz, reaktif oksijen tiirlerine ve siiperoksit radikallerine kars1 goérev alan
antioksidan savunma sisteminin bir parametresidir. Siiperoksit radikalini reaktivitesi daha

diisiik olan hidrojen peroksit molekiiliine indirgemektedir.

Sicanlarin lens hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada x-151n1 maruziyetinin oksidan-antioksidan

parametrelere etkisi incelenmistir. Sicanlar kontrol ve radyasyon grubu olarak iki gruba
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ayrilmiglardir. Sicanlarin sadece baglarina x-151m1 radyasyonu uygulanmis, diger viicut
bolgelerinin herhangi bir radyasyona maruz kalmamasi i¢in 3 mmlik kursunla kaplanmistir.
Bir grup radyasyon deneyinde 2, 5 ve 10 Gy x-i1sm1 kullanilmig ve 11 glin sonunda
hayvanlarin biyokimyasal degerlendirmeleri yapilmistir. Diger radyasyon grubunda siganlar 5,
15, 25 Gy’lik x-1s1mmma maruz birakilmis ve 90 giin sonunda belirtilen parametreler
degerlendirilmistir. Her iki radyasyon grubunda da siganlar 15 dk siireyle x-1sinina maruz
birakilmistir. Deney sonunda kontrol grubuna gore radyasyon grubunda SOD seviyesinde
azalma, radyasyonun dozu artis1 ile SOD diizeylerinde giderek azalma tespit edilmistir (Xu ve
ark., 2011). Mevcut calismada kontrol grubuna nazaran tiim maruziyet gruplarinda istatistiksel

olarak anlamli derecede SOD diizeylerinde diisiis izlenmistir.

Zhou ve ark. (2014) x-151in zebra baliginda goz gelisimi ilizerine etkilerini arastirdiklar
calismalarinda kontrol grubu ve 1, 2, 4, 8 Gy dozlarda x-151n1 maruziyeti zebra baligi
embriyolarina uygulayarak gruplandirmistir. Calismalarinda 12 hpf’de g6z morfogenezi
baslayan embriyolara 8 hpf’de maruziyet uygulanmistir ve SOD degerleri incelenmis,
gelismekte olan lenslerin ortalama caplart karsilastirilmistir. SOD degerlerinde 24 hpf’de
kontrol grubuna oranla 2 ve 4 Gy x-1s1m1 maruziyeti grubunda istatistiksel olarak anlaml
derecede artig gortldigl bildirilmistir. 48 hpf’de 1 ve 2 Gy maruziyet grubunda SOD
degerlerinde artis goriiliirken 8 Gy maruziyet grubunda azalma oldugu saptanmistir. 72 hpf’de
SOD aktivitesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim maruziyet gruplarinda istatistiksel

olarak anlaml bir diisiis goriilmiistiir (Zhou ve ark., 2014).

Mesleki olarak diisiik doz iyonize radyasyona maruz kalan hastalarda oksidatif stres diizeyi ve
kromozomal hasar1 tespit etmek i¢in hastane ¢alisanlarindan kan 6rnekleri alinarak yapilan bir
arastirmaya 218 hastane calisan1 ve 118 saglikli dahil edilmistir. Hastane calisanlarinin
dozimetre sonuclarinin ICRP (Uluslararas1 Radyolojik Korunma Komitesi) tarafindan
belirlenen sinirlarin altinda oldugu tespit edilmistir. Oksidatif-antioksidatif parametrelerin
degerlendirilmesi i¢in kontrol ve hasta grubundan kan 6rnekleri alinmistir. Bu 6rneklere gore
SOD degerlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derecede artis goriildiigii

bildirilmistir (Gao ve ark., 2020).

Birtakim biyokimyasal olaylar sonucunda viicutta serbest radikaller meydana gelmekte ve
olusan serbest radikaller viicutta pek cok hasar meydana getirmektedir. Ornegin membran
fosfolipitlerinin serbest radikaller tarafindan hasara ugramasi sonucu lipit peroksidasyonu

meydana gelmektedir.
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Simsek ve ark. (2017) si¢anlar iizerinde yaptiklar1 ¢alismada radyasyonun lipit peroksidasyon
diizeylerinde meydana getirdigi degisiklige propolisin etkilerini arastirmiglardir. Arastirmada
sicanlar kontrol grubu, 6 Gy gama radyasyonu uygulanan grup ve radyasyona ek olarak
propolis verilen grup olmak {izere iige ayrilmistir. Deney sonunda sigcanlardan alinan kan
orneklerinde oksidatif stres parametreleri incelenmistir. Radyasyon grubunda kontrol grubuna
oranla LPO diizeylerinde artis goriilmistir (Simsek ve ark., 2017). Bu calismanin

sonuglariyla bu tez calismasinin sonuglarmin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

Sicanlarda radyasyonun LPO diizeylerine etkisinin arastirildigi bir bagka arastirmada 5 Gy
gama radyasyonu uygulanan grup ile kontrol grubunun LPO diizeyleri karsilastiriimistir.
Maruziyet ve kontrol gruplarindan intrakardiyak yolla 2 cc kan 6rnegi alinmistir. Gama
radyasyonu grubunda kontrol grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede LPO

diizeyleri yiiksek bulunmustur (Yardimci ve ark., 1996).

Cellat ve Kilicalp’in kobay kemirgenler iizerine yaptiklar: ¢alismada 900 MHz radyasyonun
etkileri degerlendirilmistir. Caligmalarinda radyasyon kaynagi olarak cep telefonu kullanilmis
ve LPO diizeyleri basta olmak tizere oksidan-antioksidan parametre diizeyleri Ol¢lilmiistiir.
Radyasyon grubunda kontrol grubuna oranla LPO seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli
derecede artis goriildiigii ifade edilmistir (Cellat & Kilicalp, 2010). Mevcut calismada

saptanan LPO seviyeleri, bu ¢aligmada 6lgiilen parametrelerin diizeyi ile uyumlu bulunmustur.

Nitrik oksit, ¢iftlesmemis elektrona sahip olan ve reaktivitesi olan serbest radikal
molekiiliidiir. Bagka bir serbest radikal olan siiperoksit anyonu ile reaksiyona girerek
peroksinitrit molekiilii olugsmasina sebep olur. Olusan peroksinitrit radikali hiicreleri okside

etme Ozelligine sahiptir.

Ahlatc1 ve ark. (2013) siganlarin beyinlerinde nitrik oksit diizeylerine iyonize radyasyonun
etkisini inceledikleri arastirmada iyonize radyasyonun beyin dokusunda olusturabilecegi
oksidatif hasar iizerine Nigella Sativa (¢orek otu) yagmin radyoprotektif etkilerini
degerlendirmislerdir. Arastirmalarinda kontrol grubu, timokinon grubu, iyonize radyasyon
grubu ve radyasyon+timokinon grubu olusturulmuslardir. Kontrol grubu disindaki diger
gruplarda bulunan sicanlarin baglarina 5 Gy gama radyasyonu uygulanmis ve 10. giiniin
sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek beyin dokularindan érnekler alinmistir. Orneklerde nitrik
oksit ve antioksidan/ oksidan parametreler degerlendirmesi yapilmistir. Calisma bulgularina
gore iyonize radyasyon grubunda NO seviyelerinin kontrol grubuna oranla yiiksek ¢iktigi

bildirilmistir (Ahlat¢t ve ark, 2013). Bu tez calismasinda da x 111 uygulanan zebra baligi
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embriyolarinda benzer sonuglar elde edilmis ve maruziyet siliresinin artist ile NO

seviyelerinde artig goriildigli saptanmustir.

Farelere tiim viicut uygulanan 50 Gy x-151m1 radyasyonunda NO seviyeleri in vivo olarak belli
araliklarla 6l¢iilmiistiir. Isinlamadan 3 saat sonra NO seviyelerinde artis goriilmeye baslamis
5. saatte de maksimum diizeyde sabitlendigi anlasilmistir. NO sentezinde ve formasyonunda
olusan bu gecikmenin x-1smlarinin inflamatuar bir siireci baslatmasi1 kanaatine varilmistir

(Nakagawa ve ark., 2001).

Bir arastirmada 550 rad x-isinina maruz birakilan tavsanlarda serum nitrik oksit seviyeleri
degerlendirilmistir. Arastirmacilar vitamin takviyeli, mineral takviyeli ve herhangi bir takviye
almayan gruplarda serum nitrik oksit oksidasyon iiriinlerinin nitrit ve nitrat diizeylerine olan
etkisi lizerine ¢alismislar, 4 hafta boyunca takviye alan gruplardan kan ornekleri alinmis ve
nitrik oksit diizeyleri incelemislerdir. X-1s1n1 uygulanan tavsanlarda kontrol grubuna oranla
nitrik oksit oksidasyon {iriinlerinde anlamli derecede artis goriildiigiinii vitamin takviyesinin
oksidasyon {irlinlerinde anlamli derecede diisiise sebep oldugu ve mineral takviyesinin bu

tiriinlerde degisiklik gelismesine sebep olmadigini saptamislardir (Dede ve ark., 2009).

Bir bagka arastirmada, 900 MHz elektromanyetik radyasyona maruz birakilan farelerin bobrek
dokusunda pro ve antioksidan diizeylerine yesil ¢ay ekstraktinin etkileri incelenmistir. Fareler
30 giin boyunca cep telefonundan yayilan elektromanyetik radyasyona maruz birakilmis ve
ayni zamanda bir gruba da her giin 100 mg/kg dozunda yesil cay uygulanmis ve calisma
sonunda nitrik oksit seviyeleri istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Elektromanyetik
radyasyona maruz birakilan farelerin bobrek dokusunda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
NO seviyelerinde artis goriildiigli ve oksidatif stres meydana geldigi bildirilmistir (Cellat &
Kiligalp, 2010).

Mitokondride oksijenin suya indirgenmesi ile hidrojen peroksit gibi sitotoksik tiirler
olusmaktadir. Bu iirlinlerin mitokondriye zarar vermeye baslamasi ile antioksidan savunma
sistemi devreye girmektedir. Bu durumda SOD ve GPO olusan peroksit radikallerini yok
etmekte gorev alirlar. Mitokondriden ¢ikip sitozole gecen radikallerin detoksifikasyonunda da

CAT yer almaktadir.

Sicanlarda yapilan bir incelemede, 1 Gy’den daha diisiik dozlarda iyonize radyasyonun
bobreklerde olusturdugu hasara bir su yosunu olan Amphora coffaeaformis ekstraktinin
iyilestirici etkileri degerlendirilmistir. Kontrol, radyasyon ve radyasyont+ Amphora
coffaeaformis ekstrakti gruplari olmak iizere {i¢ farkli grup olusturulmustur. Bu gruplarda
oksidatif stres parametreleri degerlendirilmistir. CAT seviyelerinde kontrol grubuyla
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karsilastirildiginda radyasyon grubunda azalma goriilmiis olup Amphora coffaeaformis
ekstraktt grubunda radyasyon grubuna gore artis, kontrol grubuna gore azalma saptanmistir
(El-sonbaty ve ark., 2020). Mevcut calismada en az silire x-151n1 uygulanan grupta CAT
degerlerinde kontrol grubuna gore azalma, stire arttikca 0,08 s maruziyet grubuna gére CAT

seviyelerinde artis gozlenmistir.

Diisiik seviyeli 1800 MHz radyofrekansin siganlarin siyatik sinirleri iizerine olumsuz
etkilerinin parikalsitol aracilifiyla azaltilmasi i¢in yapilan bir arastirmada sicanlar dort farkli
gruba ayrilmistir. Radyasyon uygulanan grupta sigcanlar 4 hafta boyunca giinde 1 saat 1800
MHz radyasyona maruz birakilmiglardir. Gruplarda miyelin sinir liflerindeki dejenerasyonlar
ile CAT seviyeleri degerlendirilmigstir. Yapilan aragtirmaya gore CAT seviyelerinde radyasyon

grubunda belirgin bir artis izlenmistir (Comelekoglu ve ark., 2018).

6 Gy gama radyasyona maruz birakilan siganlara propolis verilerek oksidatif stres
parametreleri degerlendirilmistir. Siganlardan kontrol, radyasyon, radyasyon+propolis gruplari
olusturulmustur. Radyasyon grubuna ii¢ glin boyunca intraperitoneal olarak %0,9 serum
fizyolojik verilmis ve bu siire sonunda 6 Gy gama radyasyonu uygulanmistir. Radyasyon
grubu kontrol grubu ile karsilagtirildiginda CAT seviyelerinde anlamli derecede diisiis
izlenmistir. Propolis ile radyasyonun birlikte oldugu grupta ise radyasyon grubuna gére CAT

seviyelerinde anlamli bir fark goriilmedigi bildirilmistir (Simsek ve ark., 2017).

Glutatyon S-transferazlarin (GST) en oOnemli fonksiyonlarindan biri ksenobiyotik
metabolizmasinda agiZa ¢ikan reaktif iiriinlerin detoksifikasyonunda gorev almaktir. Oksidatif

stres sonucu meydana gelen zararli liriinlere kars1 savunmada 6nemli rol oynamaktadir.

Kim ve ark. (1997)’nin sicanlarda radyasyonun GST seviyelerini degerlendirdikleri bir
aragtirmada si¢anlar 0,5 Gy gama radyasyonuna 5 giin boyunca maruz birakilmiglardir. 3. ve
5. giinlerdeki GST seviyeleri karsilastirilmis ve maruziyet siiresinin artisi ile anlamli derecede

artis goriildiigi bildirilmistir (Kim ve ark., 1997).

Bir baska caligmada iyonize ve non-iyonize radyasyonun birlikte GST seviyelerine etkileri
degerlendirilmistir. Calismada kullanilan bir tath su bitkisi olan L. minor (su mercimegi) ii¢
farkli maruziyet grubuna ayrilmistir. Bir gruba UVB 151n1, bir gruba gama radyasyonu, diger
gruba da UVB ve y radyasyonu birlikte uygulanmis ve oksidatif stres, programlanmis hiicre
Oliimii, GST parametreleri degerlendirilmistir. Yedi giin boyunca gama radyasyonuna maruz
birakilan L.minor hiicrelerinde DNA hasarinda artis goriilmiis ve GST seviyelerinde anlamli
derecede artis goriildiigi rapor edilmistir (Xie ve ark., 2022). Bu tez calismasinda GST
sonuglart Xie ve ark. (2022)’nin bulgulariyla uyumlu bulunmustur.
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Bir meyve sinegi cinsi olan Drosophila melanogaster larvalarin radyasyon direncini ve
trehaloz seviyelerini dlgmek i¢in yapilan bir calismada bazi oksidan-antioksidan parametreler
degerlendirilmistir. ilerleyen larval dénemlerde GST degerlerinde istatistiksel olarak anlamli
derecede artis saptanmustir (Paithankar ve ark., 2018). Bu ¢alismada Painthankar ve ark.
(2018)’nmin arastirmalarina benzer sekilde GST seviyelerinde embriyolojik donemde artig

gorilmiistiir.

Asetilkolin esteraz asetilkolini hidrolize ederek kolin ve esteraz olusumuna sebep olmaktadir.
Asetilkolin esteraz aktivitesinde bozukluk olmasi sonucu asetilkolin artis1 meydana gelmekte
ve biriken asetilkolin kas kasilmasinda artis ve titreme gibi fonksiyonlarin meydana gelmesine
sebep olmaktadir (Klaassen, 1985; Dokmeci & Doékmeci, 2005; Saydam ve ark., 2006). Bu
tez calismasinda kontrol grubuna oranla x 1511 maruziyet siiresinin artist ile AChE
seviyelerinin azaldigi goézlenmistir. Lokomotor aktivite seviyelerindeki azalmaya AChE
ekspresyonlarinin da diisiis gostererek eslik etmesi mevcut tez galigmasinin dikkat ¢eken

sonuglarindan biridir.

Holschneider ve ark. (2011) erkek siganlarda yaptiklari aragtirmada asetilkolinesteraz ile
travmatik beyin hasari arasinda heniiz net olarak anlasilamamis olan lokomotor fonksiyonlar
arastirmiglardir. Sicanlarda AChE inhibisyonunun artis1 ile kolinerjik fonksiyonlarin ve
hareket kabiliyetinin arttig1 bildirilmistir (Holschneider ve ark., 2011). Calismamizda
lokomotor aktivite ile AChE seviyelerinin diislisi x-151m1 radyasyonunun kolinerjik

fonksiyonlar lizerine zararl etkileri oldugunu diistindiirmiistiir.

Elektromanyetik radyasyonun beyin gelisimi lizerine ve asetilkolinesteraz aktivitesi iizerine
siganlarda bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bu ¢alismalardan birinde sicanlar giinliik 1, 2, 4 saat
olmak tizere 900 Mhz EM radyasyona maruz birakilmis ve 90 giin sonunda da sicanlarin
oksidatif stres parametreleri ile AChE seviyeleri degerlendirilmistir. Calisma sonunda EM
radyasyonun oksidatif strese, DNA hasarma sebep oldugu tespit edilmistir. AChE
seviyesindeki azalma beyin hiicrelerindeki nérotransmisyonun bozuldugu sonucunu giindeme
getirmistir (Sharma & Shukla, 2020). Bu tez ¢alismasinda yukarinda bahsedilen arastirmaya
benzer sekilde maruziyet siiresinin artis1 ile AChE seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli

derecede azalma gozlenmistir.

Prenatal donemdeki sicanlarin radyofrekans maruziyeti ile postnatal gelisim ve davranislar
lizerine etkileri aragtirllmistir. Bu calismada gebelik siirecinde olan albino sicanlara gebelik
boyunca giinliik 2 saat 2450 MHz radyasyon maruziyeti uygulanmistir. Dogum sonrasi belirli

donemlerde fiziksel ve norogelisimsel durumlari, motor gelisimleri ve AChE seviyeleri
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degerlendirilmistir. Maruziyet oksidan-antioksidan sistem parametrelerinde dengesizlige

sebep oldugu ve AChE degerlerinde artis goriildiigli bildirilmistir (Othman ve ark., 2017).

Yapilan bir diger ¢alisma da cep telefonlarindan yayilan radyasyonun ndrogelisimsel ve
biligsel bozukluga sebep oldugu yoniindedir. Calismada sigcanlar kontrol ve deney grubu
olmak tizere iki gruba ayrilmis olup deney grubuna 3 ay boyunca haftada 5 giin, giinliik 4 saat
2100 MHz mikrodalga radyasyonu uygulanmistir. Calisma sonucunda oksidatif streste artig ve
hipokampiiste dejenerasyonlarin gozlendigi rapor edilmistir. AChE seviyelerinde kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiis gozlenmistir (Sharma ve ark.,

2019).

Bu tez calismasinin sonuglar1 apoptoz parametreleri olan bax, bcl/2a ve p53 ekspresyonunda
kontrol grubuna oranla artis goriildiiglinii goéstermistir. p53 geni hiicre dongiisiinii diizenleyen
ve bu dongiiniin durdurulmasinda veya programli hiicre oliimiinde gorevli yolaklarin
diizenlenmesinde 6nem tasiyan transkripsiyon faktoriidiir. Ayrica DNA veya hiicre hasari
sonucu mitokondriyal zardan salgilanan bcl-2, bel-x genlerinin ekspresyonunu azaltarak, apaf-
I ekspresyonunu da artirarak apoptoz mekanizmasini devreye sokmak da gorevleri arasinda
sayllmaktadir. p53 geni fonksiyonu bozuldugunda bcl-2 geni asiri iretilerek apoptoz
mekanizmas1 bozulmakta ve kanserli hiicreler cogalmaktadir. p53 geni ekspresyonunda
kontrol grubuna oranla 0,08 ve 0,15 saniye 1sinlamada belirgin bir artig goriilmiis ve 0,30
saniyede ise 0,15 saniyedeki artisa nazaran diisiis izlenmistir. Bu nedenle apoptoz dengesinde
bozulma oldugu sonucuna varilmistir. Calismamizda ayn1 oranda bax ekspresyonunda da
degisiklikler izlenmistir. bc/2a seviyelerinde ise kontrol grubuna oranla 0,08 saniye

1sinlamada diisiis izlenmis olup diger maruziyet siirelerinde ise artis gdzlenmistir.

Wu ve ark. (2019) DNA tamir geni olan Ku86’nin apoptoz regiilasyonunda 6nemli gorev
aldigin1 gosteren fetal sigir serumlarinda bir calisma yapmuslardir. Fetal sigir hiicrelerini
transfeksiyondan 48 saat sonra 7 giin boyunca 0,1, 0,2, 0,3 ve 0,5 Gy gama radyasyonuna
maruz birakmiglardir. Hiicrelerin apoptozunu, yaslanma mekanizmasini degerlendirmislerdir.
Iyonize radyasyon maruziyetinde doz arttikca Ku86 ters korelasyon gostermistir. Apoptoz
parametrelerindeki degisimi incelemek icin deneylere 0,2 Gy radyasyon maruziyet dozuyla
devam etmislerdir. Ku86’nin artis gosterdigi ve normal seyrettigi seviyelerin parametreleri
karsilastirilmis ve bcl2 ile ayni oranda degisiklik gdsterdigi bildirilmistir. Ku86’ nin artisi ile
bcl2 seviyelerinde artis gorilmiistiir (Wu ve ark., 2019).

Naja haje cinsi yilan ile zehirlenen ve diisik doz gama radyasyonuna maruz birakilan

sicanlarda apoptoz-antiapoptoz dengesi ilizerine c¢alisma gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada
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bax/bcl2 yolu iizerinden apoptoz parametreleri degerlendirilmistir. 0,5 Gy gama radyasyonu
uygulanmis ve etkileri degerlendirilmistir. Gruplar kontrol, Naja haje ile zehirlenen grup,
Naje haje ve bradikinin giiglendirici faktor verilen grup, Naja haje ile zehirlenmis ve
radyasyona maruz birakilmis grup, Naje haje ile zehirlenmis ve bradikinin ile radyasyon
uygulanmis grup olarak bese ayrilmislardir. Gruplarda bazi oksidan parametreler ile bax ve
bcl2 parametreleri degerlendirilmistir. Iyonize radyasyon grubu kontrol grubuna gore bax
proteininde artis goriilmiis olup, zehir verilen gruba gore de diisiis izlenmistir. bcl2
proteininde kontrol grubuna ve zehir verilen gruba goére iyonize radyasyon grubunda azalma

izlenmistir (Hasan ve ark., 2022).

X-1s1mnimin zebra baliklarinda goz gelisimi {izerine yapilan bir calismada embriyolar farkl
dozlarda x-151m1 radyasyonuna maruz birakilmistir. Dozlar 1, 2, 4, 8 Gy x-151n1 olarak
secilmigtir. 12 hpf’de goz gelisimi baglayan zebra baligi embriyolarina 8 hpf’de x- 1511
uygulanmis ve floresan boyama yontemiyle otofloresan mikroskobu ile degerlendirme
yapilmistir. Mikroskop goriintiisiinde reaktif oksijen tiirlerinde artis goriildiigii gézlenmistir.
Apoptozdaki degisiklikler de akridin turuncusu boyama yontemiyle canli embriyolar iizerine
calisilmis ve apoptozda artis goriildiigii mikroskobik goriintliyle bildirilmistir (Zhou ve ark.,
2014).

HESA-A isimli bitkisel bir deniz bilesiginin kemik iliginde radyasyona bagli olusan
apoptozdan korumasi lizerine bir ¢alisma yapilmistir. Calismada sicanlar 5 gruba ayrilmistir.
Kontrol, 300 mg/kg HESA-A uygulanmis grup, 4 Gy x-151n1 radyasyonuna maruz kalan grup,
150 mg/kg HESA-A + 4 Gy radyasyon maruziyeti, 300 mg/kg HESA-A + 4 Gy radyasyon
maruziyeti grubu olarak ayrilmiglardir. Calismada reaktif oksijen tiirleri sayisindaki
degisikliklere ve apoptotoz siirecindeki gelismelere bakilmistir. Radyasyon grubunda kontrol
grubuna oranla istatistiksel olarak anlamli derecede artis goriildiigii rapor edilmistir (Hazbavi
ve ark., 2019). Mevcut tez caligmasinda da benzer sekilde apoptotik parametrelerde kontrol

grubuna gore artig goriilmiistiir.

Sinir sistemi radyasyona kars1 direngli viicut sistemlerinden biri olmasina ragmen gelismekte
olan noroblast hiicrelerinin radyasyona duyarli oldugu bilinmektedir (McNerlin ve ark.,
2022). Diislik doz iyonize radyasyonun gelismekte olan bu hiicreleri etkileyerek nérogenez
parametrelerinde azalmaya sebep oldugu belirtilmistir (Peiner ve ark., 1999). Bu
parametreler syn2a, neurogl, al-tubulin ve elavl3 olarak belirlenmis ve norogelisim

mekanizmasinin anlagilabilmesine olanak saglamistir (Caliskan ve Emekli-Alturfan, 2021).
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Zebra baliginda gastrulasyonun geg¢ safhalarinda ortaya ¢ikan pronoral genler, noral tabakada
nérogenezin baglangic asamasinda koruyucu rolleri iistlenmektedirler. Transkripsiyon
faktorlerini en erken iireten prondral genlerden biri neurogi’dir (Caliskan ve Emekli-Alturfan,
2021). Farkli ¢evresel faktorlerin zebra baligr embriyolarinda nérogenez ile ilgili genlerinin
ekspresyonunda degisiklikler oldugunu bildiren c¢alismanin sonuglar1 ile mevcut tez

caligsmasinin sonuglart uyumlu bulunmustur.

neurogl 1ile 1ilgili yapilan arastirmalarda zebra balig1 embriyolarinda non-steroid
antiinflamutar ajanlarin etkisi arastirilmis ve bu maruziyetten etkilendigi bildirilmistir (Xia ve
ark., 2017). Bagka bir calismada, bir tatli su siyanobakterisi olan Microcystis aeruginosa'nin
zebra baliklarinda elavi3 ve syn2a ekspresyonlarini azalttigi ve norogenezi etkiledigi

gosterilmistir (Qian ve ark., 2018).

Iyonize radyasyonun fare beyni iizerindeki etkilerin epigenetik degerlendirildigi bir ¢alismada
farelerde beynin yeni gelismeye basladigi donemlerde radyasyona maruz birakilmanin
yetiskin donemde etkileri arastirilmistir. Bu nedenle kurulan deney diizeneginde postnatal 14.
giinde yavru farelere 8 Gy x-1s1m1 radyasyona kraniyel olarak maruz birakilmis, diger bir
grupta 14 ve 21. giinlerde 8+8 Gy totalde 16 Gy radyasyona maruz birakilarak gruplarin
arasindaki farklar incelenmistir. Uygulanan kraniyel radyasyondan 7 ay sonra biitiin gruplar
lokomotor aktivite testi ve ndrogelisimsel parametrelerin incelemeleri yapilmistir. Calisma
bulgularina gore kognitif yeteneklerin azaldigi ve norogenezi degistirdigi tespit edilmistir

(Kog, 2015).

Norogenezin depresyon tedavisindeki yerini arastiran bir ¢alismada farelerin subgraniiler
bolgelerine radyasyon uygulanmis ve norolojik olarak gelisimleri takip edilmistir. Deneyde
fare beyni belli boliimlere ayrilarak incelenmis ve hayvanlara 1, 4 ve 8. giinlerde 5 Gy x-15111
radyasyonu uygulanmistir. Deney sonucunda yapilan histokimyasal ve biyolojik c¢aligmalar
yapilmis, radyasyonun ndrolojik gelisimi engelledigini saptamislardir (Santarelli ve ark.,

2003).

Son yillarda kullanim1 giderek artan Bisfenol A gibi Bisfenol S de hayatimiz1 tehdit eden bir
cevresel etken haline gelmistir. Bisfenol S’nin sinir sistemi lizerine etkileri net olarak
anlagilmamigken Gu ve ark. (2018) zebra balig1i embriyolarinda bir arastirma
gerceklestirmiglerdir. Calismada dollenmeden sonra embriyolar 6 giline kadar degisen
konsantrasyonlarda Bisfenol S’ye maruz birakilmislardir. Artan konsantrasyonlarda zebra
baliginda oksidatif stres ve apoptoz parametreleri de artis gdstermistir. Bununla birlikte

lokomotor aktivite seviyelerinde de azalma goriildiigii bildirilmistir. Ayrica norogelisim
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parametreleri olan al-tubulin, elavl3, gap43, mbp, syn2a ve gfap ekspresyon seviyelerinin

azaldig1 6grenilmistir (Gu ve ark., 2018).

Dis hekimligi klinik uygulamalarinda siklikla kullanilan radyolojik goriintiillemeler de bir
cevresel etken olup aym sekilde norolojik gelisime etkileri oldugu bilinmektedir
(Biiyiikvardar, 2020). Calismamizda da norolojik parametre olarak belirledigimiz genlerin
ekspresyonunda kontrol grubuna oranla diisiis oldugu goriilmiis ve diisiik doz iyonize

radyasyonun da norogelisim degerlerini azalttig1 izlenmistir.

Caligmamizda diisiik doz x-151n1 radyasyonu maruziyeti nérogenez ile iliskili genler olan
syn2a, neurogl, al-tubulin ve elavl3 ekspresyonlarinda degisiklige neden oldugu
saptanmistir. syn2a, neurogl ve elavl3 ekspresyonlarinin maruziyet siiresi arttikca azaldigi
gozlenmigstir. Ayrica 0,08 s ve 0,15 s siireyle x-1s51n1 uygulanan gruplarda al-tubulin
ekspresyon seviyelerinin arttigi, 0,30 s x-1s1m1 radyasyonuna maruz birakilan grupta ise
azaldigr gozlenmistir. 0,08 s ve 0,15 s maruziyet gruplarinda al-tibiilin ekspresyon
seviyelerinin artig1, embriyogenez sirasinda inhibitor stresorlere yanit olarak koruyucu
sistemlerin aktivasyonu olarak agiklanabilse de 0,30 s x-151n1 uygulanan grupta koruyucu

sistemlerin devre dis1 birakildig1 6ne siiriilebilir.

OSB prevalansi son yillarda giderek artis gostermistir. Bu artisin sebebi olarak potansiyel
cevresel faktorlerin etkili oldugunu gosteren arastirmalar da artmistir (Hu, 2013). Anne ve
bebek mikrobiyomu, antibiyotik kullanimi ve epigenetik degisikliklerin tiimii, OSB
patogenezinin gelisimi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir (Sgritta ve ark., 2019). X-1sinlar1 da

en yaygin ¢evresel faktorlerden biridir.

Bettegazzi ve ark. (2017)’nin farelerde yaptiklar1 arastirmada beyin hiicrelerinde translasyon
baslatma faktorii olarak gorev alan eif4e’nin ekspresyonundaki artisin otizm benzeri

davraniglara yol agtig1 tespit edilmistir (Bettegazzi ve ark., 2017).

Yapilan arastirmalarda oksidatif stresin OSB gelisimine katki sagladigi goriilmiistiir. Diistik
doz iyonize radyasyonun abzorbsiyonu sonucu apoptoz mekanizmasinda bozulmalar meydana
gelir ve oksidatif streste artis olusur. Ayrica oksidatif stresin artmasi ile OSB gelisiminde de
artis meydana geldigi bildirilmistir (ilhan & Aylin, 2018; Chen ve ark., 2021). Valproik asit ile
yapilan bir arastirmaya gore eif4eb, adsl ve shank3 genlerinin OSB ile yakindan iliskili genler
oldugu saptanmistir (Lee ve ark., 2018).

Calisgkan (2022)’1in tez arastirmasinda propil paraben ve valproik asidin zebra baligi

embriyolarinin ~ gelisimi  {lizerine etkileri biyokimyasal parametrelerle incelenmistir.
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Fertilizasyon sonras1 24, 48 ve 72. saatlerde propil paraben, valproik asit ve propil
parabentvalproik asit uygulanan maruziyet gruplari olusturulmustur. Gruplarda AChE
aktivitesi, oksidan-antioksidan parametreler ve RT-PCR ile OSB genleri {iizerinde
calismiglardir. Calisma bulgularina gore oksidan-antioksidan parametrelerde bozulma, OSB
biyobelirteglerinden eif4eb ve adsl ekspresyonunda artis, shank3 ekspresyonunda ise azalma
gozlendigi rapor edilmistir (Caligkan, 2022). Mevcut tez caligmasinda Caliskan (2022)’1n
bulgulartyla uyumlu olarak eif4eb ve adsl ekspresyonunda artis, shank3 ekspresyonunda ise

azalma gozlenmistir.

Bir bagka arastirmada ads/ gen eksikligi olan zebra balig1 ve tavuk embriyolarinda nérogenez
tizerine calisilmistir. Calismada mikrosefali ve otizm spektrum bozuklugu gibi birgok
norolojik hasara sebep olmasi nedeniyle adsl ekspresyonu degerlendirilmistir. Gen ifadesi
eksikligi olan embriyolarda ndrogenezde aksamalar ve mikrosefali oldugu saptanmistir (Dutto

ve ark., 2022).

Gama radyasyona maruz birakilan otistik farelerde DNA hasarini iyilestirici mekanizmalar
tizerine ¢alisilmistir. Bu deneyde oksidatif stresi ve DNA hasar1 yiiksek olan ve OSB’li
farelerin lokomotor aktiviteleri degerlendirilmis ve tekrarlayan davranislart dikkat ¢ekmistir.
Gama radyasyona maruz birakilan ve tedavi edici ajan uygulanmayan grupta ise bu degerlerin

dikkat ¢ekici yonde artis gosterdigi bildirilmistir (Al- Mazroua ve ark, 2019).

Kane’nin yaptig literatiir arastirmasinda OSB gelisimi ile giinliik hayatta siklikla maruz
kalinan radyofrekans dalgalar1 arasindaki baglanti vurgulanmistir ve radyofrekans dalgalar ile
elektromanyetik radyasyonun son yillarda artig gosteren bir ¢evresel toksin oldugu
bildirilmistir. Otizmin de ayn1 oranda artis gosterdigi ve ¢evresel faktorlere maruz kalinmasi
ile artan oranlarda rastlandig1 gosterilmistir. Arastirmaya gore otizmli bireylerde genomlarda
hasar sonucu otizmin ortaya ¢ikabildigi ve radyofrekansa fetal ve neonatal donemlerde maruz

kalinmasinin bu hasar1 meydana getirebilecegi one siiriilmiistiir (Kane, 2004).

Bir calismada prenatal donemde elektromanyetik radyasyona maruz birakilan si¢anlarda
gelismekte olan beyindeki sinaptik protein diizeyleri ve davranig analizleri degerlendirilmistir.
OSB parametrelerinden olan shank3 diizeyleri de bu c¢alismada degerlendirilmis ve
elektromanyetik radyasyona maruz kalan sicanlarda istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiis izlenmistir. Davranis testlerindeki tekrarlayan hareketlilik yine OSB degerlendirmesini

g0z Oniine getirmistir (A¢ikgoz ve ark., 2022).

Gebe siganlara 50 Hz uygulanan elektromanyetik radyasyonun prenatal ve postnatal
donemdeki gelisim parametrelerinde olusan degisiklikler incelenmistir. Yapilan calismada
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hamilelik siiresince ve dogum sonrasinda belli bir radyasyona maruz birakilan siganlarda lipit
peroksidasyon seviyelerinde artig goriilmiis, OSB parametresi shank3 ekspresyonunda azalma
saptanmistir (Ersoy ve ark., 2022). Bu tez calismasinda da shank3 seviyelerindeki diisiis

Ersoy ve ark. (2022)’nin bulgulari ile uyumlu bulunmustur.

Diisiik frekansli elektromanyetik radyasyona maruz birakilan farelerde sosyal davranig
aktivitelerinin degerlendirildigi bir calismada kontrol grubunda herhangi bir davranig
anomalisi goriilmemis olup deney grubunda kesif aktivitesinde azalma ve tekrarlayan
davraniglar tespit edilmistir. Calisma sonucunda bu davranig anomalisinin OSB gelisimi ile

iligkili oldugu kanisina varilmistir (Alsaeed ve ark., 2014).

Oksidatif stres ve biyobelirtecler ile OSB gelisimi arasindaki baglant1 giincel literatiir bilgisi
ile bir derlemede irdelenmistir. Yazarlar olusan epigenetik ve gevresel faktorlere (kimyasallar,
patojenler, radyasyon) maruz kalinmasi ile reaktif oksijen tirleri agiga ¢iktiginm
bildirmislerdir. Olusan oksidan-antioksidan parametrelerinde ve apoptotik mekanizmada
denge, maruziyetin artis1 veya savunma parametrelerinde meydana gelen bozulma sonucu
denge negatif yonde degisiklik gosterir. Bu bozulma ve gevresel faktorler OSB patogenezinde
de bazi bosluklar1 doldurmakta ve oksidatif hasar daha pek ¢ok ndrolojik hastalikta birikim
gostermektedir (Liu ve ark., 2022).

Otistik farelerde, oksidatif stresi ve iltihab1 oksitosinin iyilestirme etkilerinin arastirdigi bir
calisma yapilmistir. Calismada otistik farelerin ve kontrol grubunun MDA, SOD, reaktif
oksijen tiirleri karsilastirilmis ve istatistiksel olarak anlamli farkliliklar elde edilmistir.
Calisma sonuglarinda kontrol grubuna kiyasla otistik farelerde SOD seviyelerinde azalma,
MDA ve ROS tiirleri seviyelerinde artis gozlenmistir (Wang ve ark., 2018). Bu tez
calismasinda diisiik doz iyonize radyasyon maruziyeti ile artan lipit peroksidasyonun ve
oksidatif stresin, diisen siiperoksit dismutaz seviyelerinin otizmle iliskisi oldugunu

distinilmiistiir.

Dis hekimliginde tam1 amaglh radyolojik goriintiilerin yasam boyu siklig1 diisiiniildiigiinde,
diisiik doz iyonize radyasyonun potansiyel riskleri de goz Oniine alinmalidir. Ayrica
radyasyonun dozu arttikga kanser ve genetik bozukluklar gibi sitokastik etkiler ortaya
cikabilmektedir. Hiroshima’da atom bombasi sonrasi hayatta kalan insanlarda diisiik dozlarda
bile yiiksek kanser riski saptanmustir (Preston ve ark., 2007; Hwang ve ark., 2018). Ote
yandan teknolojinin gelismesiyle dijital sensor sistemlerinin kullanilmasi radyasyon dozunda
azalmayr saglamistir. Analog film sensorleri daha yiiksek i1sinlama siireleri gerektirirken,

dijital sensorlerde daha kisa 1sinlama siireleriyle goriintii elde edilebilmektedir (Aps, 2013).
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Boylelikle ALADA (As Low As Diagnostically Acceptable) prensibine uygun olarak diistik
dozda ytiiksek kalitede goriintiiler olugsmas1 miimkiin olabilmektedir. (Europian Commission,

2012).

Charged Coupled Device (CCD), Fosfor Plak Sistemi ve analog film (E veya F hizli film)
sensorleri i¢in gerekli olan Ornek temsili 1sinlama stireleri 0,08, 0,15, 0,30 saniye Onceki
arastirmalardan segilerek modifiye edilmistir (Yalginkaya ve ark., 2006; Ludlow ve ark.,

2007; Katsoni ve ark., 2011; Yalginkaya ve ark., 2012; Tamam ve ark., 2021).

Mevcut caligmada 1sinlama stireleri 0,08 s (S-XR), 0,15 s (M-XR) ve 0,30 s (L-XR) i¢in OSL
dozimetrede oOl¢iilen abzorbe edilen viicut dozlari sirasiyla 7,17, 23,17, 63,83 mSv olarak

belirlenmis ve uyumlu bulunmustur.

Diisik doz iyonize radyasyon hiicreler tarafindan abzorbe edilmekte ve apoptoz
mekanizmalar1 aktif hale geldik¢e oksidatif stresin artmasina neden olmaktadir. Zebra baligi
arastirma laboratuvarimizda yapilan bir caligmada dental panoramik rontgen cihazindan
uygulanan x 1sinlarina maruz kalan zebra baligi embriyolarinda oksidan-antioksidan
dengesinin bozuldugu, immiin yanitin baskilandigi, inflamasyonun indiiklendigi ve apoptoz
goriildiigli saptanmistir (Karagdéz ve ark., 2023). Literatiirde farkli dental ekspojur
parametrelerinin gelismekte olan zebra baligi embriyolarini nasil etkiledigiyle ilgili herhangi
bir arastirmaya rastlanmamistir. Mevcut tez ¢aligmasi bu yoniiyle de bir ilk arastirma olma
ozelligindedir. Karagdz ve ark. (2023)n1in arastirmasiyla uyumlu olarak bu tez ¢alismasinda da
diisiik dozda x-151m1 maruziyeti LPO degerinin artmasina, SOD degerinin azalmasina ve
oksidan-antioksidan dengenin bozulmasina neden olmustur. Ayrica maruziyet siiresinin artis1
ile oksidatif strese yanit olarak GST ve CAT aktivitelerinde de onemli artiglar saptanmaistir.
Yine diisiik dozda bile olsa x-151m1 radyasyonunun apoptotik yolaklar1 aktive ettigi, nérogenez

ve OSB genlerinde degisiklige yol acabilecegi tespit edilmistir.

Bu tez aragtirmasinda yuvarlak kona sahip dental x-1s11 cihazi kullanilmistir. Farkli kon ve
kolimatorlerin  (dikdortgen gibi) kullaniminda daha farkli sonucglarin ortaya c¢ikmasi
miimkiindiir. Ayrica degerlendirilen x-151n1 maruziyet siireleri disinda daha az veya daha uzun
stireli 1ginlamalarin  molekiiler diizeyde yol acabilecegi hasarlar bu tez ¢aligmasinin

bulgularindan farklilik gosterebilir.

Mevcut tez c¢aligmasmin bulgulari iyonize x 1511 radyasyonunun norogelisime zararli
etkilerinin diigiik dozlarda bile mimkiin olabilecegini gostermis olmakla birlikte
norogenezisle iliskili ekspresyon marker’larinin ve OSB gelisiminin yalnizca gen diizeyinde
incelenmis olmasi aragtirmanin limitasyonu olarak diisiiniilmiistiir. Ayrica ¢alismada reaktif
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oksijen tiirlerinin diizeyleri dogrudan 6lgiillmemis, MDA diizeyleri lipit peroksidasyonu ve

oksidatif stres indeksleri olarak 6l¢iilmiistiir.

Dis hekimliginde kullanilan x-1ginlar1 kanser goriilme sikliginda artis ve bu artis da
tekrarlayan iginlamalarla iligkilendirilmistir (Hall & Brenner, 2008; Zielinski ve ark., 2009;
Hwang ve ark., 2018). Ayrica kanser gibi stokastik etkiler ve genetik defektlerin olugsmasi
radyasyon dozundaki artigla paralellik gostermektedir. Medikal radyodiagnostikle
karsilastirildiginda dis hekimliginde ¢ok daha az dozda radyasyon kullaniliyor olsa da
beklenen olas1 riskler higbir zaman g6z ardi edilmemelidir. Diisiik doz iyonize radyasyonun
bahsedilen potansiyel etkilerine ve zebra balig1 embriyolarinda gergeklestirilmis mevcut tez
caligmasinin bulgularina bu perspektiften bakildiginda; dental diagnostik X-isinlarina yasam
boyu ve siklikla maruz kalinabilecegi de géz Oniine alinarak klinik uygulamalarda hastalara
ve Ozellikle de heniiz bilinmeyen erken donem gebelik ihtimali olan kadin hastalara kursun
onliikk gibi koruyucu ekipmanlarla, ALADA (As Low As Diagnostically Acceptable)
prensibine uygun sekilde, en gelismis dijital sensorlerle, miimkiin olan en az siirelerde
1sinlama yapilmasi, dental goriintii alimi1 ve tekrarlanmasi kararinin hassasiyetle verilmesi
gerektigi ve ayrica olusabilecek etkilerin gelecek laboratuvar calismalarinda daha yakindan

irdelenmesi gerektigi acik¢a goriilmektedir.
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Sonug olarak;

1.

Diisiik doz iyonize radyasyona maruz kalan zebra balig1 embriyolarinda oksidatif stres
paramerelerinde degisiklikler ve apoptoz mekanizmasinda bozulmalar meydana
gelmistir.

Isinlama siiresindeki (0,08 s, 0,15 s, 0,30 s) artisla bu parametrelerin siddetinde artig
saptanmistir.

OSL dozimetre ol¢limlerinde; 0.08s, 0.15s ve 0.30s i1sinlama siirelerinde abzorbe
edilen viicut dozu sirastyla 7,17, 23,17 ve 63,83 mSv olarak belirlenmistir.
X-1isinlarma  maruz  kalan zebra balifi embriyolarinda noérolojik  gelisim
parametrelerinde (syn2a, neurogl, altiibiilin, elavl3) azalmalar olusmustur.

X-1s1n1na maruziyet artigi ile nérolojik aktivitelerde negatif yonde degisiklik oldugu
tespit edilmistir.

Zebra baligr embriyolarinda lokomotor aktivite degerlendirmesinde; kesif oranlarinin
azaldig1, katedebildigi mesafenin azaldigi saptanmisti. Bu sonu¢ OSB benzeri
davranis becerilerinde degisiklikler oldugunu gostermistir.

OSB parametrelerinde azalmalar oldugu maruziyet siiresinin artis1 ile bu

degisikliklerin anlaml1 derecede degisiklik gosterdigi saptanmustir.

Bu tez caligmasinda uygulanan x-1sin1 siirelerinin en azinda dahi zebra balig
embriyolarinda biyokimyasal diizeyde ve norolojik ekspresyonlarda degisiklikler
olustugundan diisiik doz x-isinmmin  potansiyel teratojenik etkilerinin oldugu

saptanmuistir.
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