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and to Prevent with Melatonin
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Ozet

Amac: Insanlar tedavi amach olarak sikhkla radyasyonla
kargilagmaktadir. Radyasyon belirli bolgelere uygulanir, fakat
tim viicut radyasyondan etkilenmektedir. Bu c¢aligmada
radyoterapinin {irogenital sistem iizerine etkileri ve bu etkilerin
melatonin  ile  Onlenip Onlenemeyeceginin  aragtirilmasi
amaglandi

Yontem: 200-250 gr arasinda degigsen Wistar tipi sicanlardan
her biri yedi sican iceren dort grup olusturuldu. Radyasyon
uygulamasinda Picker C 9 Cobalt 60 cihazinda, SSD: 90 cm,
%90 izodoz egrisi kullanildi. Her seansta 32 Gy/dk’lik 11dk
30sn siireyle toplam 360 ¢Gy olmak iizere 40x40 cm’lik alanda
gamma 191 verildi. Seanslar 12 saat arayla uygulandi. Birinci
gruba radyasyon uygulamaksizin 12 saat arayla periton ic¢ine
serum fizyolojik uygulandi (RK). Ikinci gruba 2x360 <Gy
radyasyon uyguladiktan sonra 12 saat arayla periton i¢ine serum
fizyolojik uyguland: (RS). Uciincii gruba 2x360 ¢Gy radyasyon
uygulandiktan sonra 12 saat arayla periton i¢ine 2x5 mg/kg/giin
beg giin siireyle melatonin uygulandi (RM). Dérdiincti gruba
radyasyon ya da intraperitoneal hi¢bir ila¢ uygulamasi yapilmadi
(SH). Besinci giiniin sonunda biitiin gruplar dekapite edilerek
testisler ve bobrekler ahindi. Dokular homojenize edilerek lipit
peroksidasyonunun sekonder bir {iriinii olarak olugan
malonyldialdehit (MDA) diizeylerine bakildi.

Bulgular: Radyasyon ya da intraperitoneal higbir ilag
uygulamasinin yapilmadigi SH grubuyla radyasyon almaksizin
intraperitoneal serum fizyolojik uygulanan RK grubu arasinda
MDA diizeyleri bakimindan anlamh bir fark bulunamadi
p>0.05). Radyasyon almaksizin intraperitoneal serum fizyolojik
alan RK grubu ile radyasyon+intraperitoneal serum fizyolojik
alan RS grubu arasmmda MDA diizeyleri bakimindan istatistiksel
olarak anlamh fark bulundu (p<0.05). RS grubu ile
radyasyon+melatonin alan RM grubu arasmda MDA diizeyleri
bakimindan anlamli fark bulundu (p<0.05). Radyasyon hasarmimn
melatonin ile azaltilabilecegi gozlendi.

Sonu¢: Melatonin, bobrek ve testislerde olugan radyasyon
hasarmi azaltmakta yararli olabilir.
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Abstract

Objective: The humans are frequently to be expose with
radiation for therapy. Radiation is to applied for spesific
localisation but whoole body is attacted with radiation. In this
study we investigated the effect of radiotherapy to urogenital
system and whether melatonin prevents the possible effect of
radioterapy or not.

Method: We formed four groups of Wistar rat and each group
involves seven rats. The rats weigh 200-250 gram. In radiation
process, SSD: 90 cm, 90% isodose curve was used in Picker C 9
Cobalt 60 machine. At each seance, 32 cGy/minute and 11 hour
30 minute, totally 360 c¢Gy, in 40x40 cm space gamma rays
were given. The seances were done at 12 hours intervals.
Without giving radiation to the first group, at 12 hours intervals,
serum physiological was applied to intraperitoneum (RK). To
the second group, after 2x360 cGy radiation was applied; serum
physiological was applied to intraperitoneum at 12 hours
intervals (RS). To the third group, after 2x360 cGy radiation
was applied, at 12 hours interval, melatonin was applied in
peritoneum 2x5 mg/kg/per days for five days (RM). To the
fourth group was neither radiation, nor melatonin was applied
(SH). On the fifth day, by decapitating all the groups, testes and
kidney tissues was to be extirpation. The tissues was to be
homogenization and looking for tissue malonyldialdehyde
levels. Malonyldialdehyde is a parameter which to expose the
effect of free radicals.

Results: There was not much difference between the SH group
which took neither radiation nor serum physiologic to the RK
group which took no radiation but intreperitoneal serum
physiologic (p>0.05). We found remarkable difference between
the RK group which took no radiation but intreperitoneal serum
physiologic and the RS group which took both radiation and
intraperitoneal serum physiologic (p<0.05). There was
difference between the RS group which took both radiation and
intraperitoneal serum physiologic and RM group which took
both radiation and melatonin (p<0.05).

Conclusion: Melatonin, to be decrease of radiation damage for
testes and kidney tissue.
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Radyasyon Hasarinda Melatoninin Rolii

Giris ve Amag

Onkoloji sahasinda radyoterapinin &nemli bir yeri
vardir. Insanlar tedavi amagh olarak siklikla radyasyonla
karsilasmaktadir. Her ne kadar radyasyon belirli bolgelere
Ozglin olarak uygulanmaktaysa da viicut tamamen
radyasyondan etkilenmektedir (1-4). Iyonize radyasyon,
spermatogenetik hiicrelerde fonksiyon kaybi, mutasyonlar
ve spermatozoalarda kromozomal bozulmalara neden
olabilmektedir (1,3). Bir veya daha fazla ortaklanmamis
elektron iceren atom veya molekiillere serbest radikal
denir. Biyolojik sistemlerdeki en Onemli serbest
radikaller, oksijen radikalleridir. Aktive olmus fagositler,
radyasyon, antineoplastik ajanlar, stres serbest radikal
kaynaklar1 arasinda sayilabilir. Serbest radikaller,
hiicrenin lipit, protein, DNA, karbonhidrat, ve enzim gibi
tim Onemli bilesenlerine etki edebilir, ancak lipitler en
duyarlt olanlaridir (5). Poliansatiire yag asitlerinin
oksidatif yikimina lipit peroksidasyonu denir ve dokuya
cok zararhdir. Uc ya da daha fazla cift bag iceren yag
asitlerinin peroksidasyonunda malonyldialdehit (MDA)
olusur. MDA, lipit peroksidasyonunun spesifik bir
indikatorii degildir fakat, lipit peroksidasyonu ile iyi bir
korelasyon gosterir (5,6). Dolayisiyla serbest radikallerin
etkisini ~ ortaya  koyan  bir  de@isken  olarak
degerlendirilebilir (5). Gama radyasyon, hiicrelerin DNA
yapisini  hasara ugratarak etkisini gosterir (2,3,7).
DNA'daki bozulma, serbest radikal olusumuna bagh
reprodiiktif biitinliiglin  bozulmas1 ve mitotik &liim
seklindedir. Hiicre boliinmesinden ayr1 olarak iyonize
radyasyonun diger etkisi de plazma membranlarinin
yirtilmasiyla olmaktadir (7). Gliniimiize kadar yapilan
birgok ¢aligmada radyasyon ile olusan doku hasar1 konu
alimmistir (2,3,8-10). Testisler radyasyon hasarindan en
cok etkilenen organlar icerisindedir (4). Kontrol amagh
olarak bobrek dokusundaki etkileri de ortaya koymaya
calisik.  Testislerde  spermatogenetik  aktivitenin
bozulmast ve bobreklerde hiicre zarinin parcalanmasi ve
DNA yapisinin bozulmasi seklinde olusmaktadir (1,11).
Bu calismada tedavi amacli total viicut radyasyonunun
(radyoterapinin) etkisinin, testislerde ve bobreklerde lipit
peroksidasyonunun sekonder bir {iriinii olarak olusan
MDA ile korelasyonunun olup olmadiginin belirlenmesi
planlanmistir. Ayrica bir serbest radikal dnleyicisi oldugu
bilinen (11-14) melatoninin MDA diizeylerindeki degisim
tizerine olumlu etkilerinin olup olmadiginin arastirilmasi
amaglanmistir.

Yontem

Selcuk Universitesi Tip Fakiiltesi deneysel arastirma
merkezinden alinan aguwlhklart 200-250 gr arasinda
degisen Wistar tipi siganlardan, her biri yedi sican igeren
dort grup olusturuldu. Radyasyon uygulamasinda Picker
C 9 Cobalt 60 cihazinda, SSD: 90 cm, %90 izodoz egrisi
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kullanild1. Her seansta 32 c¢Gy/dklik 11dk 30 sn stireyle
toplam 360 ¢Gy olmak tizere 40x40 cm’lik alanda gamma
s verildi. Seanslar 12 saat arayla uygulandi (15).
Birinci gruba radyasyon uygulamaksizin 12 saat arayla
periton igine serum fizyolojik uygulandi (RK). Ikinci
gruba 2x360 cGy radyasyon uyguladiktan sonra 12 saat
arayla periton igine serum fizyolojik uygulandi (RS).
Uclincii gruba 2x360 ¢Gy radyasyon uygulandiktan sonra
12 saat arayla periton igine 2x5 mg/kg/giin (giinde 10
mg/kg) bes glin siireyle toplam 50 mg/kg melatonin
verildi (RM). Dordiincii gruba radyasyon ya da
intraperitoneal ilag uygulamast yapilmadi (SH). Besinci
gliniin sonunda biitiin gruplar dekapite edilerek testisler
ve bobrekler; alindi. Her gruptan alinan testis ve bobrek
dokusu drnekleri soguk %0.9 NaCl ile yikandiktan sonra,
1slaklig1 alinarak doku 6rneklerinin tartimm yapildi. Her bir
gram doku basina 9 ml %1.15 KCl olacak seckilde
Elvenjem-Potter (Du  pont Instruments, Sorwall
Homogenizer, USA) homojenizatorde teflon ug
yardimiyla homojenat hazirlandi. Hazirlanan doku
homojenatlarinin 0.1 ml'sine %8.1'lik 0.2 ml sodyum
dodesil stilfat, 1.5 ml %20'lik asetik asit (pH: 3.5) ve 1.5
ml thiobarbiitirik asit (TBA) eklendi. Bu karisim distile su
ile 4 ml'ye tamamlanarak 95°C 'de bir saat inkiibe edildi.
Bu inkiibasyon ile lipit peroksidasyonunun sekonder bir
tirtinii olan MDA olusturuldu. Soguduktan sonra bir ml
distile su yanisira n-butanol/piridin ile karistirilip 4000
rpm'de 10 dk santrifiij edilerek iist tabakanin absorbansi
spektrofotometrede  okundu. Lipit peroksit tayini
spektrofotometrik  olarak ~ Shimadzu  UV-1201V
spektrofotometresi ile 532 nm'de yapildi. Olusan MDA,
TBA ile pembe renkli bir kompleks meydana getirdi.
Olusan pembe rengin 532 nm'de Olgiimii ile lipit
peroksidasyonu gram yas doku basina nmol MDA olarak
olctildii. Sonuclar ANOVA (post-Hoc Sheffe) testi
kullamlarak degerlendirildi. Istatistiksel analizde p<0.05
degerleri anlamlt olarak kabul edildi.

Bulgular
Radyasyon  almaksizin  intraperitoneal  serum
fizyolojik alan RK grubu ile radyasyon ya da

intraperitoneal olarak serum fizyolojik almamis olan SH
grubunun hem testis hem de bobrek dokularinda lipit
peroksidasyonunun sekonder bir {irlinii olarak olusan
MDA diizeyleri bakimindan istatistiksel olarak anlamli
fark bulunmad: (p>0.05). Radyasyon ya da intraperitoneal
olarak serum fizyolojik uygulamalarmin hi¢ birinin
yapilmadigi SH grubu ile radyasyon alarak intraperitoneal
yoldan serum fizyolojik almis olan RS grubu arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.05).
Radyasyon alan gruptan intraperitoneal olarak serum
fizyolojik almis olan RS grubu ile radyasyon almis olan
ve intraperitoneal olarak melatonin almig olan grup olan



Yalcimkaya ve ark.

RM arasinda bobrek ve testis dokularinda MDA diizeyleri
bakimindan anlaml fark bulundu (p<0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. Gruplarmn testis ve bobrek dokularmm MDA degerleri
(¢standart sapma).
Kontrol Radyasyon

Melatonin  Normal

(RK) (RS) (RM) (SH)
Testis MDA

nmol/gr yasdoku  3.30+0.33  5.0440.72 4.262026  3.3420.35
Bobrek MDA~ 6, 199 6442086 5294076  4.66+031
nmol/gr yagdoku

Tartisma ve Sonug

Ronai ve Benko (16) yaptiklart calismada, Co 60
Gama radyasyonun beyin, karaciger, bagirsak dokularda
MDA seviyesini artirdigim saptamiglardir. Calismanuzda
siganlarin bobrek ve testis dokularinda radyasyon sonrast
MDA artigt gozlenmistir. Serbest radikal hasarinin bir
gostergesi olan MDA artist literatlir ile uyumlu
bulunmaktadir. Kergenou ve ark. (17) caligmalarinda
radyasyon hasarinmn, lipit peroksidasyonu {izerinde bir

etkisi olabilecegini diistinmiislerdir. Radyasyon alan
gruplarda radyasyon almayan gruplara gore bobrek ve
testis  dokularinda MDA  artist  bu  diistinceyi
desteklemektedir.

Reither (18) yaptign calismada melatoninin, serbest
radikal onleyici ve antioksidan Ozellikleri ile iyonize
radyasyonun DNA'da yaptigt hasarin Onlenebilecegini
bildirmistir. Bizim g¢alismamizda da melatonin verilen
grupta testis ve bobrek dokusunda MDA yiikselmesinin
melatonin verilmeyen gruplara gore azalmus olmasi bu
gorils ile uyumludur.

Kog ve ark. (19) bes Gy radyasyon verilerek siganlar
tizerinde yaptiklar1 caligmalarinda deney hayvanlarinin
kan ve plazmalarinda MDA seviyesinin arttigini
belirlemislerdir. Bu MDA artisimn melatonin verilerek
azaltilabilecegini gostermislerdir. Bizim calismamizda da
deney hayvanlarina toplam 7.2 Gy radyasyon verilmis ve
bobrek ve testis dokularinda anlamli MDA  artisi
bulunmustur. Lebrun ve ark. (20) barsak hiicrelerinde
vaptiklar1 caligmada 8 Gy toplam viicut radyasyonuyla
karsilasan deney hayvanlarinin tim viicut radyasyonu
sonrast barsak membran preparasyonunda ve plazma
MDA artigin1 gostermiglerdir. Jin ve ark. (21), fareler
tizerinde yaptiklari caligmalarinda gama radyasyonun
myokardial dokuda MDA seviyesini artirdigim ve bu
artisin Puerarin verilerek azaltilabilecegini
gozlemlemislerdir. Calismamizda 7.2 Gy toplam viicut
radyasyonuyla karsilasan deney hayvanlarinin bobrek ve
testis dokularinda MDA artist oldugu ve bu artigin
melatonin verilerek azaltilabilecedi gozlenmistir.
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Yapilan calismalarin 1s1finda radyasyon hasarinin
testis ve bobrek dokular iizerinde lipit peroksidasyonu ve
serbest radikaller iizerinden olusabilecegi ve bu hasarin
melatonin verilerek Onlenebilecegi diisiintilebilir ancak
sonuclarin dogrulanmas: icin ileri dilizey calismalara
gereksinim duyulmaktadir.
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