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OZET

Amag: Goriintilleme yontemleri giinimiizde hastaliklarin tamisinda, evrelemesinde ve tedaviye yamitinin degerlendirilmesinde oldukga sik
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler radyasyon igermeleri nedeniyle dokulardaki oksidatif stres diizeyini arttirabilmektedirler.Bu g¢alisma ile
goriintiileme yontemlerinin, karaciger dokularinda, bir antioksidan bilesik olan ghrelin immiinreaktivitesi tizerine etkilerinin incelenmesi
planlanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Wistar albino cinsi 20 adet disi sigan ¢alismada kullanildi. Hayvanlar 5 sigandan olusan 4 gruba ayrildi ve Grup I kontrol grubu
olarak ayrildi.Grup II’ye deneyin 0.saatinde tek doz 50 miliAmper mA ve 110 keV BT goriintiileme yapilirken, Grup II’e 0. saatte tek doz 1 mci
FDG i.v uygulandi. Ardindan 1 saat sonra PET/BT ¢ekildi.Grup IV’teki siganlara ise 0.saatte bir kez ve i.vimci dozunda FDG uygulandi.Deneyin
24.saatinde tiim gruplarda yer alan sicanlar anestezi altinda dekapite edildi. Karaciger dokular1 ¢ikarilarak immiinboyamalarini takiben, 151k
mikroskobunda degerlendirildi, fotograflandi ve istatistiksel analizleri yapildi.

Bulgular:  Ghrelin immiinreaktivitesi Kontrol ve FDG gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda BT ve PET/BT gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli bir artig izlendi.

Sonug¢: Bu calisma ile BT ve PET/BT goriintiilemenin karaciger dokusunda ghrelin immunreaktivitesinde anlamli derecede artisa yol actig1, sadece
FDG uygulamasinin iseghrelin immunreaktivitesi izerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: hyonize radyasyon, Ghrelin, Karaciger.
ABSTRACT
The Effect of lonizing Radiation on Ghrelin Expression in Rat Liver Tissue

Objective: Current medical practice commonly use radiological imaging techniques for the diagnosis, staging, evaluating and response to treatment.
However most of these imaging modalities utilize radiation, which is known to result in increased oxidative stress. In this study, we aimed to evaluate
the impact of imaging modalities involving radiation to the immune reactivity of ghrelin in the liver.

Material and Method: Total 20 female Wistar albino rats were divided into 4 equal groups. Animals in group | comprised the controls. Rats in
Group Il underwent a CT examination at 0 hour with a dose 50 mA and 110 keV, Group |1 received single dose, 1 mci FDG at 0 hour, followed by a
PET/CT examination after 1 hour. Rats in Group IV were administered i.v. FDG 1 mci at 0 hour. All animals were decapitated at 24. hours.
Subsequently, liver tissue samples were appropriately immune-stained, examined under light microscopy, statistical analysis were performed and
photographs obtained during microscopical examination.

Results: In comparison with liver tissue from control rats, no significant differences were found in the ghrelin immunereactivity in rats receiving
FDG only. On the other hand, statistically significant increases were observed in CT and PET/CT imaging groups. However, between CT and
PET/CT groups didn’t differ significantly.

Conclusion: Our results suggest that CT and PET/CT imaging are associated with a significant increase in rat liver ghrelin immunereactivity, while
FDG alone has no such effect.

Key Words: lonizing radiation, Ghrelin, Liver.

Birgok hastaligin tam1 ve tedavisinde kullanilan
radyasyon igeren yoOntemler ¢esitli riskleri de
beraberinde getirmektedirler. iyonize radyasyon direkt
yolla hiicresel makro molekiillerden olan DNA, mRNA
ve proteinlerin kovalent baglarin1 bozarak bu yapilarda
irreversibl yapisal bozukluklara neden olmaktadir.
Bununla birlikte iyonize radyasyon suyun hidrolizi ile
serbest hidrojen ve hidroksilin olusumuna yol agarak

indirekt yolla selliiler yapiyr ve genomik bilgiyi
bozmakta, bu da mutasyonlara veya hiicre dliimiine yol
agmaktadir (1). Iyonize radyasyonun biyolojik dokular
iizerindeki etkileri esas olarak indirekt yolla meydana
gelmekte, sitotoksik reaktif oksijen radikalleri ortaya
¢ikmakta ve sonugta oksidatif hasar olusmaktadir (2,
3). Antioksidan bilesikler ise, bu siire¢te meydana
gelen serbest oksijen radikali miktarii ve lipid
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peroksidasyonunu azaltmaktadir (4).

1999 yilinda Kojima ve arkadaslar1 tarafindan
midede endojen bir ligant olarak kesfedilen ghrelin,
peptid yapida bir hormon olup (5) antioksidan etkiye
sahip oldugu, boylelikle dokularda olugsabilecek
oksidatif stresi ve apoptozisi Onledigi ¢esitli
caligmalarda  gosterilmistir (6, 7).Ghrelin, mide
dokusundan baska bagirsak, yanak mukozasi,
ozofagus, hipofiz, tiroid, lenf nodlari, lenfositler,
akciger, karaciger, safra kesesi, pankreas, kalp, dalak,
testis, prostat, ovaryum, tuba uterina ve plasenta
dokularinda da bulunmaktadir (8).

Karaciger fizyolojik ve biyokimyasal
gorevlerinden dolayr pek ¢ok toksik madde ve ilaglara
siklikla maruz kalmakta olup karaciger hasari,
belirtilerinin ¢ok ge¢ meydana gelmesinden dolay1
tedavisi zor olan patolojik bir durumdur (9, 10).

Bu calismada, iyonize radyasyon uygulamasinin
sican karaciger dokularinda endojen bir antioksidan
olan  ghrelin  ekspresyonu iizerine etkilerinin
incelenmesi amaglanmustir.

GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan
Deneyleri Etik Kurulu’nun 26.03.2014 tarih ve 82
sayili karart ile etik ydonden uygun bulunarak Firat
Universitesi Deneysel Arastirma Merkezi (FUDAM)
biriminde ve Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji laboratuvarinda yapildi

Calismada Wistar albino cinsi 20 adet disi sigan
kullanildi. Hayvanlar 8 haftalikti ve agirliklar1 200+50
gram idi. Deneklerin kaldig1 oda 21 °C idi ve siganlar
12 saat 151k (7:00-19:00) ve 12 saat karanlikta (19:00—
7:00) tutuldu. Aymi standartsigan yemi verilerek ad
libitum su, yiyecek alimlari saglandi. Calismada 1983
Helsinki deklarasyonunda bildirilen “Hayvanlarda
Bilimsel Calismalar igin Etik Kurallar” a uyuldu.
Hayvanlar 4 gruba ayrildi. Gruplarin her biri 5
sigandan olusturuldu.

I. Grup (Kontrol Grubu): 24 saat boyunca
herhangi bir islem yapilmadi.

Il. Grup (BT Grubu): Deneyin 0. saatinde50
miliAmper(mA) ve 110 Kiloelektronvolt (keV) dozda
bilgisayarli tomografi (BT) uygulandi.

I1l. Grup (PET/BT Grubu): Deneyin 0. saatinde
intravendz (i.v) 1mci dozunda 18-Floro-deoksi-glukoz
(FDG) injeksiyonunu takiben 1 saat sonra 50
miliAmper (mA) ve 110 Kiloelektronvolt (keV) dozda
BT ile pozitron emisyon tomografisi (PET/BT) cekildi.

IV. Grup (FDG Grubu) : Deneyin 0.
saatindei.vlmci dozunda FDG uyguland:.

Deneyin 24.saatinde tiim gruplardaki siganlar
75mg/kg ketamin + 10mg/kg xylazine i.p uygulanarak
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anestezi yapildi. Ardindan tiim siganlar dekapite edildi.
Dekapitasyonun  ardindan  midsaggital insizyon
yapilarak si¢anlarin karaciger dokular1 hizlica ¢ikarilip
%10’luk formaldehit ile tespit edildi. Rutin histolojik
doku hazirlama prosediirii ile parafin bloklar
hazirland1.

IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMA

Parafin bloklardan 5-6 mm kalinliginda alinan
kesitler polilizinli lamlara alindi. Deparafinize edilen
kesitler dereceli alkol serilerinden gecirilip antigen
retrieval igin sitrat tampon soliisyonunda pH:6’da
mikrodalga firmmda (750W) 7+5 dakika kaynatildi.
Kaynatma sonrasi oda isisinda yaklasik 20 dakika
sogutmak ic¢in bekletilen kesitler PBS (Phosphate
Buffered Saline, P4417, Sigma-Aldrich, USA) ile 3x5
dakika yikandiktan sonra zemin boyasini engellemek
i¢in 5 dakika Ultra V Block (TA-125-UB, Lab Vision
Corporation, USA) soliisyonu uygulanip ardindan PBS
ile yikama yapilmadan 1/200 oraninda dilue edilen
ghrelin primer antikor (Ghrelin goat poliklonal 1gG, sc-
10368, Santa Cruz Biotechnology, California, USA) ile
60 dakika nemli ortamda oda isisinda inkiibe edildi.
Primer antikor uygulanmasini takiben PBS ile 3x5
dakika yikanan kesitlere 30 dakika biyotinli sekonder
antikor (Donkey anti-goat 19G-B, sc-2042, Santa Cruz
Biotechnology, California, USA) uygulandi. PBS ile
3x5 dakika yikanan kesitler streptavidin alkaline
fosfataz (TS-060-AP, Lab Vision Corporation, USA)
ile 30 dakika nemli ortamda oda 1sisinda inkiibe
edildikten sonra PBS igerisine alindi. Dokulara fast-red
(Fast-Red Tablets and Naphthol Phosphate Substrate
,TA-125-AF, Lab Vision Corporation, USA) solusyonu
damlatilip 151k mikroskobunda  goriintii  sinyali
alindiktan sonra es zamanli olarak PBS ile yikamaya
alindi. Mayer’s hematoksilen ile zit boyamasi yapilan
dokular PBS ve distile sudan gegirilerek uygun
kapatma solusyonu (Large Volume Vision Mount, TA-
125-UG, Lab Vision Corporation, USA) ile kapatildi.
Hazirlanan preparatlar Olympus BX 50 mikroskobunda
incelenerek degerlendirildi ve fotograflandi. Skala bar:
50 pum.

Boyamada immiinreaktivitenin yayginligi (0.1:
<%25, 0.4:%26-50, 0.6:%51-75, 0.9:%76-100) ve
siddeti (0:yok, —+0.5: ¢ok az, +l:az, +2: orta,
+3:giddetli) esas almarak histoskor (histoskor=
yayginlik x siddet) olusturularak istatistiksel analizleri
yapildi.

Istatistiksel analiz igin SPSS version 22 programi
kullanildi. Gruplar aras1 degerlendirme One-way
ANOVA ve posthoc tukey testi ile yapildi.

BULGULAR

Ghrelin immiinreaktivitesinin belirlenmesi igin yapilan
immiinohistokimyasal boyamanin 11k mikroskobisi ile
incelenmesi  sonucu;  Ghrelin  immiinreaktivitesi
karaciger dokusunda hepatositlerde (siyah ok) izlendi.
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Ghrelin immiinreaktivitesi Kontrol (Sekil 1) ve FDG
(Sekil 4) gruplarinda benzerdi. Kontrol grubu ile
kargilastirildiginda BT (Sekil 2) ve PET/BT (Sekil 3)
gruplarinda istatistiksel olarak anlaml bir artig izlendi.
Negatif kontrolde (Sekil 5) ghrelin immiinreaktivitesi
izlemedi. Pozitif kontrol (Sekil 6) igin sigan mide
dokusu kullanildi (Tablo 1).

Sekil 4.FDG grubuna ait karaciger dokusunda  Ghrelin
immunreaktivitesi (—).

Sekil 1. Kontrol grubuna ait karaciger dokusunda Ghrelin
immunreaktivitesi (—)

Sekil 5. Negatif kontrol.

Sekil 2. BT grubuna ait karaciger dokusunda Ghrelin immunreaktivitesi

(=)

Sekil 6. Pozitif kontrol. Mide dokusu.

Tablo 1. Ghrelin immiinreaktivitesi

GRUP Histoskor (yayqinlik x siddet
KONTROL 0.18 +0.04
BT 0.16 £ 0.05%
PET/BT 0.96 +0.21%
FDG 1.04 +0.21

Degerler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
2 Kontrol grubuna gére karsilastirildiginda, p<0.05.
Sekil 3.PET/BT grubuna ait karaciger dokusunda Ghrelin

immunreaktivitesi (—).
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TARTISMA

Iyonize radyasyon reaktif oksijen radikallerinin
yapimmint arttirarak oksidatif strese sebep olmakta ve
cesitli organlarda disfonksiyonlara yol acabilmektedir
(11). Gama radyasyon canli dokuda DNA hasari,
genomik instabilite, apoptozis, inflamasyon gibi
patolojilere serbest oksijen radikalleri (SOR)’nin
olusumu vasitasiyla yol agabilmektedir. Bu hasarlarda
asil sorumlu suyun radyolizisi sonucu olugan hidroksil
radikali, superoksid anyonu ve hidroperoksil
radikalleridir (12). Klinikte tamisal ve tedavi amaciyla
kullanilan ~ radyasyonun =~ SOR  gibi  oksidan
molekiillertin seviyesinde artisa yol agtig1 ve glutatyon
(GSH), siiper oksit dismutaz (SOD) ve katalaz gibi
antioksidanlarin seviyelerinde azalmaya neden oldugu
Srinivasan ve ark.’min (13) yaptiklar1 bir ¢aligmada
ortaya konmustur. Sonugta iyonize radyasyon
maruziyeti ile dokularda oksidan stresin arttig1 ve
antioksidan enzimlerin azaldig: bilinmektedir.

Reaktif oksijen tiirlerini ve bunlarin meydana
getirdigi hasart 6nlemek igin viicutta bazi savunma
mekanizmalar1  gelistirilmistir.  Bunlar  antioksidan
savunma  sistemleri olarak  bilinmektedirler.
Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli
yapilar olup, olusan oksidan molekiillerin neden oldugu
hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma ile
etkisiz hale getirirler. Hiicre i¢i serbest radikal toplayici
enzimler asil antioksidan savunmay1 saglamaktadir. Bu
enzimler siiperoksit dismutaz, glutatyon-S-transferaz,
glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz, katalaz ve
sitokrom oksidazdir (14). Ghrelin viicutta, karaciger
dahil ¢ok sayida organda bulunan peptid yapida ve
antioksidan 6zellikleri olan bir hormondur (8). Ghrelin
bu etkisini antioksidan enzim sistemlerini indiikleyerek
gostermektedir (15). Ayrica polimikrobiyal sepsiste
plazmada norepinefrin diizeylerinin arttigi (16) ve
radyasyon maruziyeti sonrast olusan doku hasarin
takiben gelisen sepsiste ortaya c¢ikan norepinefrin
seviyesi artisinin uygulanan intravendz ghrelin ile %35
oraninda azaltildig1 ortaya konmustur (17).

Karaciger diger organlarla karsilastirildiginda
rolatif olarak daha radyosensitif bir organdir ve
radyasyon maruziyetinden sonra bu organin metabolik
fonksiyonlarinda olgiilebilen derecede degisiklikler
olusur (18).

Hepatoselliiler karsinom tedavisinde radyoterapi,
radyasyonun indiikledigi karaciger hastaligi riski
nedeniyle olduk¢a smirli seviyede kullanilmaktadir
(19). Karacigerde radiogenik kanser riski genelde
maruz kalinan doza bagimli olmakla beraber, risk
modelinde belirsizliklerin de oldugu bilinmektedir
(20).

Karacigerde ve viicudun diger organlarinda
meydana gelen oksidatif strese karst viicutta
antioksidanlarin ~ {retimi  arttirilmaktadir  (21).
Srinivasan ve ark. (22), izole sigan hepatositlerinde in
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vitro ortamda yaptiklar1 bir ¢aligmada antioksidan
savunma mekanizmasinin SOR toksisitesini azalttigin
ve sonucta meydana gelecek olan radyasyon
hasarindan  koruyucu  rol  oynadigim1  ortaya
koymuslardir. Mohammad ve ark. (23) disiik doz X-
ray uyguladiklar1 farelerde oksidatif hasarin meydana
geldigini ve antioksidan etkiye sahip olan karpuz
(Citrullus lanatus) suyu verilen farelerde bir lipid
peroksidasyon iriinii olan malondialdehid (MDA)
seviyelerinin azaldiginmi saptamislardir. Fareler 10 Gy
radyasyona maruz birakildiklarinda MDA seviyesinin
anlamli derecede arttig1, birer antioksidan olan GSH,
SOD ve Katalaz oranlarimin da anlamli derecede
azaldign Das ve arkadaslar1 tarafindan ortaya
konmustur (24). Ayn1 ¢alismada, karaciger dokularinin
histopatolojik incelemesinde, kontrol grubu ile
kargilagtirildiginda  piknotik, multilobule, dens ve
hematoksilenden zengin boyama paterni gosteren
nukleus dikkati ¢ekmistir. Ayrica karaciger dokusunda
hepatositlerde sisme, membran yapisinda bozulma ve
sinuzoidal aralikta genisleme tespit edilmistir (24).
Berbee ve ark. (25) iyonize radyasyon uygulamasinin
viicutta endojen bir antioksidan molekiil olan
Tetrahydrobiopterin  (BH4) seviyelerini  anlamli
derecede azalttigim1 ortaya koymuslardir. Fareler
iizerinde  yapilan  bir  c¢aligmada  radyasyon
maruziyetinden 24 saat sonra karaciger dokusunda
rediikte glutatyon seviyelerinde azalma ile beraber
glukokolik asid ve N-arachidonoyl taurine miktarinda
artis saptanmustir (26). Bu ¢alismalar 1s18inda iyonize
radyasyon uygulamasimmin  karaciger  dokusunda
oksidatif stresi arttirdigi ve antioksidan molekiiller
tizerinde etkilerinin oldugu ortaya konmustur. Biz de
¢alismamizda radyasyon maruziyetinden 24 saat sonra
karaciger dokusunda, bir antioksidan hormon olan
ghrelinin immunreaktivitesinde artig saptadik. Bu,
artisin ~ ghrelinin  antioksidan enzim  sistemlerini
indiikleme ozelligi (15) ile ilgili olabilecegi
kanaatindeyiz. Karaciger dokusunda radyasyonun
indiikledigi mikroskobik degisikliklerin ilk birkag
haftada goriilmeyebilecegi, histopatolojik
degisikliklerin ve fibrozisin total viicut radyasyonu
uygulamasi yapilan farelerde ancak 6-10 hafta sonra
saptanabilecegi bazi ¢aligmalarda ortaya konmustur
(27, 28). Bizim ¢alismamizda ise radyasyon
maruziyetinden sonra karaciger dokusunda endojen
ghrelin immunreaktivitesine bakilmigs ve PET/BT
uygulanan grup ile BT ¢ekilen grupta anlamli derecede
artis oldugu tespit edilmistir. Bu bize diger bazi
histopatolojik degisikliklerin radyasyon maruziyeti
sonras1 ilk birkag haftada goriilmezken, ghrelin
immunreaktivitesinin bu degisikliklerden farkli olarak
24 saatte immunohistokimyasal yontemlerle artti§inin
saptanabilecegini gostermektedir.

Obay ve ark. (29) yaptiklar1 bir c¢aligmada
siganlarin eritrosit, karaciger ve beyin dokularinda,
pentylenetetrazole bilesigi tarafindan indiiklenen
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oksidatif ~stres sonucu meydana gelen lipid
peroksidasyonu ile antioksidan enzim aktivitesi ve
glutatyon seviyesindeki azalmalarin ghrelin tarafindan
onlendigini ortaya koymuslardir. Xu ve ark. (30) da
kardiyomyosit hiicre kiiltiirlerinde, ghrelinin bir lipid
peroksidasyon iiriinii olan MDA seviyelerini azalttigini
ve antioksidan enzimler olan SOD ile katalaz
seviyelerini arttirdigin1 ortaya koymuslardir. Ayrica
ghrelinin karacigerde fibrozis gelisimini azaltarak
hepatoprotektif etkilerinin oldugu da bazi ¢alismalarda
gtosterilmistir  (31). Li ve ark. (32) radyasyon
uygulanan farelerde, uygulama sonrasi 16.saatte, testis
dokusunda MDA’ da artig ile birlikte antioksidan
enzimlerde yiikselme saptamislardir. Bu artig yine
16.saatte bakilan ghrelin seviyesindeki artigla paralel
olarak bulunmustur. Ayrica ghrelin reseptor antagonisti
[D-Lys-3]-GHRP-6  (D-GHRP) verilen farelerde
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